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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI VEČKRAT UPORABLJENIH IZRAZOV 
 
AEC amnijske epitelijske celice  
AM amnijska membrana 
AMSC amnijske mezenhimske stromalne celice 
ATCC ameriška zbirka tipskih kultur (angl. American Type Culture 
Collection) 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CIS karcinom in situ (angl. carcinoma in situ) 
dAM nosilec iz deepitelizirane amnijske membrane, ki je orientiran z 
bazalno lamino navzgor 
DAPI 4,6-diamino-2-fenilindol dihidroklorid  
ddNPU delno diferencirane normalne prašičje urotelijske celice 
DMSO dimetilsulfoksid 
dNPU diferencirane normalne prašičje urotelijske celice 
eAM nosilec iz amnijske membrane, ki je orientiran z epitelijem 
amnijske membrane navzgor 
EGF epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor) 
FBS goveji fetalni serum (angl. fetal bovine serum) 
HLA človeški levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen) 
IL interlevkin 
kAM krioshranjena amnijska membrana 
LB gojišče Luria Bertani 
MHC I poglavitni kompleks tkivne skladnosti (angl. major 
histocompatibility complex class I) 
MMP matrična metaloproteinaza (angl. matrix metalloproteinase) 
MRSA proti meticilinu odporna bakterija Staphylococcus aureus 
PAS Perjodova kislina Schiffov reagent (angl. Periodic Acid Schiff) 
NPU normalne prašičje urotelijske celice 
PBS fosfatno-solni pufer (angl. phosphate buffered saline) 
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sAM nosilec iz amnijske membrane, ki je orientiran s stromo amnijske 
membrane navzgor 
SE standardna napaka (angl. standard error) 
SEM vrstična elektronska mikroskopija (angl. scanning electron 
microscopy) 
SLPI sekretorni inhibitor levkocitne proteaze (angl. secretory leukocyte 
protease inhibitor) 
svAM sveža amnijska membrana 
T24 trajna celična linija, ki izvira iz humane mišično invazivne 
urotelijske neoplazije 
TEM presevna elektronska mikroskopija (angl. transmission electron 
microscopy) 
TGFβ transformirajoči rastni dejavnik β (angl. transforming growth 
factor β) 
TIMP tkivni inhibitor metaloproteinaz (angl. tissue inhibitor of 
metalloproteinases) 
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Amnijska membrana (AM) je notranja plodova ovojnica, ki je zaradi svojih lastnosti, kot so 
spodbujanje epitelizacije, zaviranje brazgotinjenja, pro- in anti-angiogeno delovanje ter nizke 
imunogenosti, vedno pogosteje uporabljena v kliniki1,2. Poleg tega v literaturi zasledimo tudi 
poročila o protirakavem in protimikrobnem delovanju AM3-5, vendar še ni znano, kakšen 
vpliv ima AM na rakave urotelijske celice ter uropatogene bakterije.  
 
Leta 2018 je bilo približno 549.400 ljudi diagnosticiranih z rakom sečnega mehurja6. Ob 
prvotni diagnozi je 75 % bolnikov diagnosticiranih z mišično neinvazivnim rakom sečnega 
mehurja, razvoj mišično invazivne oblike pa predstavlja kritičen korak v karcinogenezi7,8. 
Navkljub napredku na področju operativnega zdravljenja in kemoterapije, petletna stopnja 
preživetja za bolnike z mišično invazivnim rakom sečnega mehurja znaša le 15 %7,9 in zato 
obstaja velika potreba po razvoju novih pristopov za zdravljenje raka sečnega mehurja, ki 
bodo delovali predvsem na hitro deleče se rakave celice z visokim potencialom za invazijo. 
 
Okužbe urinarnega trakta spadajo med najpogostejše bakterijske okužbe pri človeku in letno 
prizadenejo približno 150 milijonov ljudi10. Kar 15 % vseh predpisanih antibiotikov je 
namenjenih zdravljenju teh okužb, kar prispeva k pojavu in širjenju bakterij, odpornih proti 
antibiotikom11,12. Tako se že srečujemo s pojavom tudi večkratno odpornih bakterij, na katere 
tradicionalni antibiotiki več ne delujejo13 in posledično je razvoj novih protimikrobnih 
učinkovin nujen. 
 
1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Namen doktorske disertacije je bil analizirati učinek pripravkov iz AM, tj. nosilcev iz AM, 
koščkov AM, homogenata AM in celic AM, na rakave urotelijske celice ter uropatogene 
bakterije. 
 
V delu smo preverili dve hipotezi: 
 
 Hipoteza 1: Nosilci iz AM prispevajo k mezenhimsko-epitelijski transformaciji rakavih 
urotelijskih celic, medtem ko homogenat AM in pluripotentne amnijske celice zmanjšajo 
preživetje in proliferacijo rakavih urotelijskih celic. 
 Hipoteza 2: Ob uporabi koščka ali homogenata AM nastane cona protimikrobnega učinka 
pri uropatogenih bakterijah.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 Amnijska membrana 
Humana amnijska membrana (AM) ali amnion, je ekstraembrionalna ovojnica, ki ščiti 
razvijajoči se plod pred zunanjimi mehanskimi vplivi ter zagotavlja ustrezno okolje za njegov 
razvoj14. AM v prečnem prerezu meri 0,020,5 mm. Gradi jo enoskladen epitelij amnijskih 
epitelijskih celic (AEC), bazalna lamina in vezivno tkivo (t. i. stroma AM). Slednjo dodatno 
razdelimo na kompaktno plast, plast amnijskih mezenhimskih stromalnih celic (AMSC) in 
gobasto plast1,15. Zunajcelični matriks strome sestavljajo kolageni tipov I, III, IV, V ter VI, 
























Slika 1. Shematski prikaz strukture ovojnic ploda. Amnijsko membrano (AM) sestavlja en sklad amnijskih 
epitelijskih celic, bazalna lamina in stroma AM. Amnijske epitelijske celice mejijo na amnijsko tekočino, 
medtem ko stroma AM meji na mrežasto plast horiona19. 
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2.1.1 Celice amnijske membrane 
AM vsebuje dve populaciji celic, in sicer amnijske epitelijske celice (AEC), ki tvorijo 
enoskladen kubični epitelij in so v stiku z amnijsko tekočino ter amnijske mezenhimske 
stromalne celice (AMSC) v stromi AM20.  
 
AEC izražajo na svoji površini različne označevalce, kot so npr. CD10, CD13, CD24, CD29, 
CD44, CD49e, CD73, CD90, CD105, CD166 in stromalni površinski označevalec  
(angl. stromal cell surface marker, STRO-1)21-24. Poleg tega subpopulacija AEC izraža tudi 
označevalce pluripotentnosti, in sicer SSEA-4 (angl. Stage Specific Embryonic Antigen 4), 
TRA1-60 (angl. Tumor Rejection Antigen 1-60), TRA1-81 (angl. Tumor Rejection Antigen  
1-81), OCT-4 (angl. Octamer-binding protein 4), SOX-2 (angl. sex determining region  
Y-related HMG-box gene 2) in Nanog2,23-27. 
 
Plast amnijskih mezenhimskih stromalnih celic sestavljajo amnijske mezenhimske stromalne 
celice (AMSC; CD34+) in zreli mezenhimski stromalni fibroblasti (CD34-) 28. Obe populaciji 
na površini celic izražata označevalce CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 in receptor 
epidermalnega rastnega dejavnika (EGFR). Poleg tega subpopulacija AMSC izraža tudi 
označevalce CD117, CD133, CD146, CD201, Globo H in označevalce pluripotentnosti  
SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, SOX-2, OCT-3, OCT-4, Nanog, dejavniku Kruppel-podobni 
dejavnik-4 (angl. Kruppel-like factor-4) in REX-125,29-32.  
 
AEC in AMSC, ki izražajo označevalce pluripotentnosti, so sposobne diferenciacije v 
adipocite21,32,33, hondrocite21, osteocite22,33,34, skeletne mišične celice32,33,35, endotelijske32, 
jetrne23,29,36,37, živčne celice21,34,37, celice trebušne slinavke29,33 in kardiomiocite20,25,38.  
 
2.1.2 Lastnosti amnijske membrane 
AM ima številne lastnosti, kot so spodbujanje epitelizacije, zaviranje brazgotinjenja,  
pro- in anti-angiogeno delovanje, imunomodulatorno delovanje, protirakavo ter 
protimikrobno delovanje, zaradi katerih je primerna za klinično uporabo. Prednost AM za 
klinično uporabo je tudi njena dostopnost in dejstvo, da je njena uporaba etično sprejemljiva, 
saj placenta po rojstvu najpogosteje predstavlja medicinski odpadek2,39. 
 
2.1.2.1 Spodbujanje epitelizacije 
AM spodbuja epitelizacijo z izločanjem epidermalnega rastnega dejavnika (angl. epidermal 
growth factor, EGF), inzulinu podobnega rastnega dejavnika 1 (angl. insulin-like growth 
factor 1, IGF-1), hepatocitnega rastnega dejavnika (angl. hepatocyte growth factor, HGF), 
transformirajočega rastnega dejavnika β (angl. transforming growth factor β, TGF-β), 
interlevkina 8 (IL-8) in drugih dejavnikov. Dodatno tudi molekule zunajceličnega matriksa 
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AM (fibronektin, laminin-1, laminin-5, kolageni tipov I, III, IV, V, VII) spodbujajo celično 
adhezijo ter migracijo2,40-42. 
 
2.1.2.2 Zaviranje brazgotinjenja 
AM zavira brazgotinjenje z izločanjem tkivnih inhibitorjev metaloproteinaz-1, -2, -3 in -4 
(angl. tissue inhibitor of metalloproteinases-1, -2, 3-, -4; TIMP), ki na mestu poškodbe 
zmanjšajo aktivnost proteaz43. Poleg tega do zmanjšanja brazgotinjenja pride tudi zaradi 
protivnetnega delovanja AM, saj ta zavira izločanje IL-1, IL-6, IL-8 in zmanjša aktivnost  
TGF-β ter delovanje vnetnih celic.  
 
2.1.2.3 Pro-angiogeno in anti-angiogeno delovanje 
Celice AM izločajo dejavnike, ki spodbujajo angiogenezo, kot so npr. angiopoetin-2, IL-8,  
IL-6, EGF, osnovni fibroblastni rastni dejavnik (angl. basic fibroblast growth factor, bFGF), 
HGF in žilni endotelni rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor, VEGF)44,45. 
Po drugi strani celice AM izločajo tudi anti-angiogene dejavnike, kot so npr. dejavnik 
pigmentnega epitela (angl. pigment epithelium-derived factor, PEDF), TIMP1-4 in 
trombospondin-145-48. Niknejad in sodelavci (2013) so pokazali, da epitelijska stran AM 
inhibira angiogenezo, medtem ko stromalna stran AM spodbuja angiogenezo46. 
 
2.1.2.4 Nizka imunogenost 
Celice AM ne povzročijo akutne imunske reakcije pri presaditvah (alogenih transplantacijah), 
saj le šibko do zmerno izražajo molekule poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (angl. 
major histocompatibility complex class I, MHC I), in sicer človeške levkocitne antigene -A,  
-B, -C, -E in -G (angl. human leukocyte antigens, HLA). Poleg tega ne izražajo oz. zelo šibko 
izražajo človeške levkocitne antigene -DP, -DQ, -DR in kostimulatorne molekule CD80 ter 
CD862,49,50.  
 
2.1.2.5 Protivnetno delovanje 
Za celice AM je značilno, da a) zavrejo proliferacijo limfocitov T, aktivirajo regulatorne 
limfocite T, b) vplivajo na antigen predstavitvene celice tako, da blokirajo zorenje monocitov 
v dendritične celice in c) inhibirajo migracijo makrofagov ter naravnih celic ubijalk51-55. 
Poleg tega celice AM sintetizirajo protivnetne dejavnike, kot so npr. hialuronska kislina,  
IL-10, encim indolamin 2,3-dioksigenaza, TGF-β in prostaglandin E252,56,57.  
 
2.1.2.6 Protirakavo delovanje 
AM deluje protirakavo tako, da sproži zaustavitev celičnega cikla in apoptozo ter vpliva na 
presnovo celic. Magatti in sodelavci (2012) so dokazali, da AMSC povzročijo zaustavitev 
celičnega cikla v rakavih celičnih linijah hematopoetskega in nehematopoetskega izvora, in 
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sicer na celicah KG1 in KG1a (izoliranih iz bolnika z akutno mieloblastno levkemijo), Jurkat 
(izoliranih iz bolnika akutno limfatično levkemijo), U-937 (izoliranih iz bolnika s 
histiocitnim limfomom), HeLa (izoliranih iz bolnice z rakom materničnega vratu), Saos-2 
(izoliranih iz bolnice z osteosarkomom) in Girardi (derivat celične linije HeLa). Delovanje 
AMSC povzroči zmanjšanje količine dejavnikov, ki spodbujajo napredovanje celičnega cikla 
(ciklinov, od ciklinov odvisnih kinaz, minikromosom vzdrževalnega kompleksa, 
proliferirajočega celičnega jedrnega antigena) in povečanje količine inhibitorjev 
napredovanja celičnega cikla (inhibitorja od ciklinov odvisnih kinaz p21 in p15). Poleg tega 
pride do zmanjšanja izražanja gena za protein Cullin-1 in RB-1 podobnega proteina (p107) 
ter do povečanja izražanja gena za protein retinoblastom (pRB). To ima za posledico 
zaustavitev celičnega cikla v fazi G0/G1
58. Podobno so dokazali tudi Bu in sodelavci (2017), 
ki so odkrili, da AEC izločajo dejavnike, s katerimi zavirajo proliferacijo rakave celične linije 
jajčnika SK-OV-3 ter povzročijo zaustavitev celičnega cikla v fazi G0/G1
59. Poleg tega so 
Riedel in sodelavci (2019) dokazali, da kondicioniran medij AM (t. j. hranilni medij, v 
katerem so gojili AM) v celicah hepatokarcinoma povzroči inhibicijo sinteze DNA, zmanjša 
viabilnost in število rakavih celic ter povzroči zaustavitev celičnega cikla v fazi G2/M
60. 
 
Celice AEC in AMSC ter njihov kondicioniran medij, so zmožni sprožiti apoptozo v 
različnih rakavih celicah, in sicer v celičnih linijah raka materničnega vratu (HeLa), raka 
dojke (MDA-MB231) in hepatokarcinoma (HepG2, Hep3B2.1-8, HuH7)61-63. Poleg tega so 
to dokazali tudi v živalskih modelih, in sicer na primeru raka dojke ter raka jeter, pri čemer so 
uporabili miši BALB/C in gole miši BALB/C64,65. Do apoptoze lahko pride tudi zaradi 
inhibicije stresnega proteina 90 (angl. heat shock protein 90; HSP90), ki igra pomembno 
vlogo pri raku, saj zagotavlja stabilnost in funkcijo različnih onkoproteinov v rakavih 
celicah66-68. Niknejad in sodelavci (2010) so dokazali, da pri uporabi kondicioniranega medija 
AM pride do inhibicije HSP90, kar vodi v apoptozo, inhibicijo angiogeneze in zaustavitev 
celičnega cikla rakavih celic3,69. Dodatno je bilo na primeru raka jeter dokazano, da 
proteinski izvleček AM lahko tudi spremeni odziv rakavih celic na oksidativni stres in vpliva 
na celični cikel70. 
 
Mamede in sodelavci (2013, 2014) so izvedli študijo, v kateri so tretirali različne celične 
linije z izvlečkom AM in spremljali njihovo presnovo. Izvleček AM so pripravili tako, da so 
najprej AM homogenizirali in sonicirali, nato centrifugirali pri 14.000 g 15 minut ter shranili 
supernatant. Dokazali so, da izvleček AM zmanjša presnovno aktivnost celičnih linij raka 
prostate (PC3, LNCaP), dojke (HCC1806, MCF7), črevesja (WiDr), sečnega mehurja 
(HT1376), trebušne slinavke (PANC-1, MIA PaCa-2), endometrija (ECC-1), pljuč (H1299), 
jeter (HuH7, HepG2, Hep3B2.1-7), osteosarkoma (MNNG/HOS) in melanoma (A375), po 
drugi strani pa poveča presnovno aktivnost celičnih linij raka debelega črevesja (C2BBe1, 
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LS1034), dojke (HCC1954) in žolčevodov (TFK-1)61,62. Iz tega sledi, da je odziv rakavih 
celic na AM odvisen od genetskega profila oz. tipa celic. Omenjena študija ima sicer 
določene pomanjkljivosti, saj so raziskovalci spremljali presnovno aktivnost rakavih celic, 
tretiranih z izvlečkom AM, le s pomočjo testa MTT. Tridnevno tretiranje rakavih celic z 
izvlečkom AM bi lahko vplivalo tudi na viabilnost celic in zato bi bilo potrebno pri analizi 
presnovne aktivnosti upoštevati zgolj žive celice.  
 
Kim in sodelavci (2015) so s kondicioniranim medijem AMSC tretirali celični liniji MCF-7 
in MDA-MB-231, izolirani iz bolnic z rakom dojke, pri čemer se je izkazalo, da je pripravek 
iz AM pospešil proliferacijo in migracijo rakavih celic71. To nakazuje na dejstvo, da bodo 
potrebne nadaljnje študije, ki bodo celovito ovrednotile delovanje pripravkov iz AM na 
rakave in normalne celice. 
 
V Preglednici 1 so navedeni modeli in pripravki iz AM, ki so bili uporabljeni v študijah 
protirakavega učinka AM v razmerah in vitro. 
 
Preglednica 1. Seznam študij, v katerih so proučevali protirakavo delovanje pripravkov iz AM na modelih 
rakavih celic in vitro. 
Bolezen Model in vitro Pripravek iz AM Referenca 









Rak prostate Celična linija PC3 
Izvleček AM Mamede in sod., 201461 
Rak dojke Celična linija LNCaP 
Rak dojke Celična linija HCC1806 
Rak dojke Celična linija MCF7 
Rak debelega črevesja Celična linija HCC1954 
Rak debelega črevesja Celična linija WiDr 
Rak debelega črevesja Celična linija LS1034 
Rak debelega črevesja Celična linija C2BBe1 
Rak jeter Celična linija HuH7 




Rak pljuč Celična linija A549 
Rak trebušne slinavke Celična linija PANC-1 
Rak žolčevodov Celična linija TFK-1 
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Nadaljevanje Preglednice 1: Seznam študij, v katerih so proučevali protirakavo delovanje pripravkov iz AM 
na modelih rakavih celic in vitro. 
Bolezen Model in vitro Pripravek iz AM Referenca 
Melanom Celična linija A375 
Izvleček AM 
Mamede in sod., 
201461 
Rak materničnega vratu Celična linija ECC-1 




Rak požiralnika Celična linija OE19 
Rak trebušne slinavke 
Celična linija 
MIA PaCa-2 
Rak pljuč Celična linija H1299 
Rak jeter Celična linija HuH7 
Izvleček AM 
Mamede in sod., 
201562 




Rak dojke Celična linija MCF-7 
Kondicioniran medij 
AMSC 




Rak jeter Celična linija HuH7 
Izvleček AM 
Mamede in sod., 
201670 









Modaresifar in sod., 
201772 
Rak materničnega vratu Celična linija HeLa 
Rak jajčnikov Celična linija SK-OV-3 AEC Bu in sod., 201759 
Rak jeter Celična linija HepG2 
Kondicioniran medij 
AM 
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V Preglednici 2 so navedeni modeli in pripravki iz AM, ki so bili uporabljeni v študijah 
protirakavega učinka AM v razmerah in vivo. 
 
Preglednica 2. Seznam študij, v katerih so proučevali protirakavo delovanje pripravkov iz AM na modelih in 
vivo, za pripravo katerih so uporabili rakave celice. 
Bolezen Model in vivo Pripravek iz AM Referenca 
Rak jeter 
Mišji model raka jeter, vzpostavljen s subkutanim 
injiciranjem rakavih celičnih linij HuH7 ali HepG2 v 
samce golih miši BALB/c, starih 6-8 tednov 
Izvleček AM 
Mamede in sod., 
201562 
Gliom 
Mišji model glioma, vzpostavljen s subkutanim 
injiciranjem rakave celične linije C6 v samce golih 
miši BALB/c, starih 5-7 tednov 
AMSC 




Mišji model raka jajčnikov, vzpostavljen s subkutanim 
injiciranjem rakave celične linije SK-OV-3 v samice 
golih miši BALB/c, starih 4 tedne 
AEC Bu in sod., 201759 
Rak dojke 
Mišji model raka dojke, vzpostavljen s subkutanim 
injiciranjem celične linije MDA-MB-231 v samice 
golih miši BALB/c, starih 5 tednov 
AEC 
Kang in sod., 
201265 
 
2.1.2.7 Protimikrobno delovanje 
O protimikrobnem delovanju AM je le malo znanega. AEC izločajo defenzine α in β ter 
sekretorni inhibitor levkocitne proteaze (angl. secretory leukocyte protease inhibitor, SLPI), 
ki so del prirojenega imunskega sistema72-75. Dodatno protimikrobno delujeta tudi histona 
H2A in H2B, ki ju celice AEC konstitutivno izločata v zunajcelični prostor. H2A in H2B  
imata sposobnost nevtralizacije endotoksinov in na tak način verjetno preprečujeta vstop 
mikroorganizmov v imunsko-privilegirana placentarna tkiva2,76.  
 
2.1.3 Klinična uporaba amnijske membrane  
AM je primerna za klinično uporabo zaradi lastnosti, opisanih v Poglavju 2.1.2 in tudi zaradi 
biokompatibilnosti, permeabilnosti, elastičnosti, fleksibilnosti, plastičnosti in zmožnosti 
resorpcije77. Prvo poročilo o klinični uporabi AM sega v leto 1910, ko sta William Thornton 
in Staige Davis iz bolnišnice Johns Hopkins uporabila AM pri zdravljenju poškodbe kože. V 
tem primeru je AM delovala kot obliž, ki je prispeval k zmanjšanju bolečine in obsega 
okužbe ter pospešil zdravljenje51.  
 
Danes je uporaba AM najbolj uveljavljena na področju oftalmologije, in sicer pri zdravljenju 
poškodb površine očesa. V ta namen se uporablja že od leta 1940, in sicer najpogosteje 
presadek AM položijo na oko z namenom zdravljenja poškodb epitelija, saj AM spodbudi 
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epitelizacijo in zavira brazgotinjenje tkiva. Natančneje, AM se uporablja za zdravljenje 
poškodb epitelija roženice, roženičnih ulkusov, glavkoma in bulozne keratopatije78-80. 
 
Po pogostosti uporabe oftalmologiji sledi področje dermatologije, in sicer se AM največkrat 
uporablja pri zdravljenju kroničnih ran in opeklin. AM namreč sproži reepitelizacijo v 
kroničnih ranah, saj aktivira različne signalne poti, ki so vpletene v migracijo in/ali 
proliferacijo celic81,82.  
 
Nekajkrat je bila AM uporabljena tudi npr. pri operacijah trebuha in medenice, oralni in 
maksofacialni kirurgiji, ortopediji, rekonstrukciji vagine in rekonstrukciji sečnice ter 
sečevoda51,77,83-86. Trenutno poteka 64 kliničnih študij, v katerih AM uporabljajo za 
zdravljenje ran, opeklin in poškodb ustne votline ipd. (Clinicaltrials.gov, dostopano  
20. 5. 2020). 
 
2.1.3.1 Raziskave in potencialna uporaba amnijske membrane v urologiji 
Na področju urologije uporaba AM še ni uveljavljena. Navkljub temu, da je bila AM že 
uporabljena na nekaj bolnikih85,86, je večina raziskav o uporabi AM v urologiji trenutno na 
ravni študij in vitro ter in vivo.  
 
Erdener in sodelavci (1990) so AM uporabili za zdravljenje poškodbe ledvic pri podganah, 
pri čemer so sprva inducirali poškodbo z rezom od hilusa do lateralnega roba ledvice in nato 
ledvico ovili v AM. Po 30 dneh so ugotovili, da se ledvična funkcija pri tretiranih in 
netretiranih (kontrolnih) podganah ne razlikuje, vendar pa so zasledili histološke razlike, saj 
se je rana pri živalih, ki so bile tretirane z AM, zacelila brez brazgotinjenja87. Vidane in 
sodelavci (2016) so uporabili AMSC, izolirane iz mačje AM, in jih intravenozno injicirali v 
mačke s kronično boleznijo ledvic. Dokazali so, da je uporaba AMSC vodila do izboljšanja 
ledvične funkcije, čeprav ni prišlo do sprememb v morfologiji ledvic88.  
 
Za zdravljenje poškodb sečevodov je bila AM uporabljena le enkrat. Koziak in sodelavci 
(2007) so uporabili AM pri zdravljenju striktur sečevodov pri 11 bolnikih, in sicer so 
poškodbo v steni sečevoda prekrili z AM ter jo prišili, nato pa so bolnike spremljali 3, 9 in 24 
mesecev po posegu. Ugotovili so, da je bil poseg uspešen pri vseh bolnikih, vendar so kljub 
temu zabeležili ponovitev strikture sečevoda pri enem bolniku in okužbo urinarnega trakta pri 
dveh bolnikih86.  
 
AM je bila večkrat uporabljena za zdravljenje sečnega mehurja. Iijima in sodelavci (2007) so 
izvedli avgmentacijo sečnega mehurja z uporabo AM pri podganah, ki so jih nato spremljali 
1, 3 in 6 mesecev po posegu. Ugotovili so, da je pri podganah, tretiranih z AM, prišlo do 
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regeneracije živcev in da je sečni mehur sposoben krčenja in raztezanja. Hkrati je pomembno 
izpostaviti, da je 42 % podgan po operativnem posegu poginilo, najpogosteje zaradi uremije, 
kar avtorji pripisujejo težavam pri šivanju rane zaradi velikosti sečnega mehurja pri 
podganah89. Podobno študijo so izvedli tudi Shakeri in sodelavci (2008), ki so izvedli 
rekonstrukcijo sečnega mehurja z uporabo AM pri psih. Po 6 tednih po operativnem posegu 
so ugotovili, da je pri večini psov prišlo do regeneracije sečnega mehurja z minimalnimi 
adhezijami med sečnim mehurjem in črevesjem, medtem ko je ena žival poginila po 
operativnem posegu zaradi uremije. Avtorji kot glavno pomanjkljivost uporabe AM 
izpostavljajo njeno majhno mehansko moč90. Da bi izboljšali mehansko moč AM, so 
Adamowicz in sodelavci (2016) pripravili kompozit AM, pri čemer so AM z obeh strani 
obdali z membrano iz poli-L-laktid-ko-E-kaprolaktona (PLCL). Nato so pri podganah izvedli 
avgmentacijo sečnega mehurja z uporabo kompozita AM in po 3 mesecih analizirali učinek 
tretmaja. Ugotovili so, da je AM spodbudila regeneracijo sečnega mehurja, vključno z 
reepitelizacijo urotelija in regeneracijo mišice. Kljub temu so v nekaterih primerih zasledili 
krčenje AM in nastanek fibrotičnih pregrad91. Prav tako z namenom, da bi izboljšali 
mehansko moč AM, so Barski in sodelavci (2017) pripravili večplastno AM. Slednjo so 
pripravili tako, da so več koščkov AM naložili enega na drugega in tako tvorili kompozit, ki 
so ga uporabili za tretiranje lezije na sečnem mehurju pri podganah. Po 6 tednih po 
operativnem posegu so ugotovili, da pri tretirani skupini ni prišlo do zmanjšanja kapacitete 
sečnega mehurja, medtem ko je v kontrolni skupini prišlo do statistično značilnega 
zmanjšanja. Vnetje, ki so ga zasledili po 1 tednu po operativnem posegu, se je nato po  
3 tednih statistično značilno zmanjšalo, prišlo pa je do povečane vaskularizacije92. Jerman in 
sodelavci (2014) so uporabili AM kot nosilec za gojenje normalnih prašičjih urotelijskih 
(NPU) celic. Celice NPU so nasadili na a) epitelij AM, b) deepitelizirano AM, c) stromo AM 
in jih gojili 3 tedne. Potem so ovrednotili učinek AM na celice NPU in ugotovili, da AM 
spodbuja proliferacijo in diferenciacijo urotelijskih celic. Poleg tega AM omogoča razvoj 
urotelija, ki je po molekularnih ter ultrastrukturnih lastnostih primerljiv z nativnim 
urotelijem93.  
 
Shakeri in sodelavci (2009) so AM uporabili tudi za uretroplastiko pri zajcih, in sicer so AM 
namestili na poškodovano sečnico ter po 30 dneh analizirali vpliv tretmaja. Ugotovili so, da 
je prišlo do epitelizacije rekonstruirane sečnice, medtem ko ni prišlo do regeneracije mišic. 
Ena žival je po operativnem posegu razvila okužbo94. Wang in sodelavci (2014) so za 
rekonstrukcijo sečnice pri zajcih uporabili AM, deepitelizirano AM in deepitelizirano AM, na 
katero so nasadili urotelijske celice, ki so jih predhodno izolirali iz sečnice. Po 3 mesecih so 
analizirali vpliv tretmaja in ugotovili, da je k regeneraciji sečnice najbolj prispevala aplikacija 
deepitelizirane AM, na katero so bile nasajene urotelijske celice. V tem primeru je prišlo do 
popolne regeneracije epitelija in mišic, poleg tega je prišlo pa tudi do razvoja novih krvnih 
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žil95. Pomembno študijo so izvedli tudi Koziak in sodelavci (2004), ki so uporabili AM pri 
zdravljenju striktur sečnice pri 2 moških. Na mesto strikture so nanesli AM in bolnika 
spremljali 3 mesece po operativnem posegu. Ugotovili so, da je prišlo do regeneracije 
epitelija, medtem ko brazgotinjenja niso zaznali85.  
 
Dosedanje študije kažejo potencial AM za uporabo v urologiji, pri čemer je potrebno 
izpostaviti sledeče pomankljivosti: a) trenutno ni standardiziranega protokola za pripravo in 
shranjevanje AM, b) potrebno je upoštevati biološko raznolikost AM in c) majhno mehansko 
moč AM2. 
 
2.2 Sečni mehur sesalcev 
Bolezni sečnega mehurja predstavljajo znatno ekonomsko in socialno breme96. Med 
najpogostejša obolenja sečnega mehurja uvrščamo okužbe urinarnega trakta, kronična vnetna 
stanja (intersticijski cistitis) in rak sečnega mehurja96,97. 
 
2.2.1 Urotelij 
Epitelij sečnega mehurja (urotelij) je prehoden epitelij, ki se razvije iz endoderma in 
preprečuje prehod urina, toksičnih presnovkov ter patogenih mikroorganizmov v nižje ležeča 
tkiva98-100. Humani urotelij se razteza od ledvične kotanje do proksimalne sečnice101,102, 
sestavljajo pa ga 3 populacije celic. Bazalne celice, katerih premer znaša 10 µm, se s 
hemidezmosomi pritrjajo na bazalno lamino in tvorijo 1 sklad. Nad njimi so vmesne celice, ki 
v premeru merijo 10–25 µm in tvorijo 1 ali več skladov. Površinske (dežnikaste) celice 
tvorijo 1 sklad, ki je v stiku z urinom in v premeru merijo 25–250 µm98,103 (Slika 2A). 
 
Urotelij tvori pregrado, ki preprečuje nekontrolirano izmenjavo snovi med urinom in krvjo. 
Sečni mehur se z raztezanjem prilagaja velikim spremembam v volumnu urina, kar 
omogočajo tesni stiki med dežnikastimi celicami in njihova apikalna plazmalema, ki jo v  
90 % gradijo urotelijski plaki104-107. Vsak urotelijski plak je sestavljen iz  
1500–3000 uroplakinskih delcev, ki jih tvorijo v heterotetramere urejeni transmembranski 
glikoproteini uroplakini (UP), in sicer UP Ia, Ib, II in IIIa98,104,108-112 (Slika 2B). Urotelijski 
plaki se nahajajo tudi v fuziformnih veziklih dežnikastih celic ter v nekaterih vmesnih 
urotelijskih celicah. Manjši urotelijskih plaki so v manj diferenciranih urotelijskih celicah 
prisotni tudi v UP-pozitivnih veziklih diskoidalnih ali fuziformnih oblik (angl. discoidal or 
fusiform-shaped vesicles; DFVs)113,114. Uroplakini sicer služijo kot označevalec 




Železnik Ramuta T. Analiza učinka pripravkov iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice in uropatogene bakterije. 













Slika 2. Shematski prikaz strukture humanega urotelija. (A) Urotelij sestavljajo 3 populacije celic, in sicer 
bazalne, vmesne in površinske urotelijske celice. (B) H krvno-urinski pregradi ključno prispevajo urotelijski 
plaki, ki jih tvorijo uroplakinski delci. Slednje sestavljajo uroplakini Ib, II in IIIa, ki se povezujejo v heksamere. 
Urotelijski plak je sestavljen iz 1500 do 3000 uroplakinskih delcev. 
 
K vzdrževanju pregrade prispevajo tudi glikozaminoglikani, proteoglikani in mucini, ki so 
vezani na apikalno plazmalemo dežnikastih celic98,100-102. Poleg tega glikozilacija dežnikastih 
celic sodeluje pri celični signalizaciji, celični adheziji, vezavi bakterij na urotelij in tudi ščiti 
pred serinskimi hidrolazami, ki so prisotne v urinu111,115. 
 
V homeostatskih pogojih je urotelij eden izmed najpočasneje delečih se epitelijev. Navkljub 
temu ob poškodbi pride do povečane proliferacije urotelija, ki je sposoben popolne 
regeneracije v 72 urah98,116. Poleg tega urotelij ni samo pasivna pregrada, temveč služi tudi 
kot ključni del senzorne mreže sečnega mehurja, ki prejme, ojača in prenese informacije iz 
okolja do spodaj ležečih živcev ter mišic100,102. 
 
2.3 Rak sečnega mehurja 
Najpogostejša oblika raka sečnega mehurja je urotelijski karcinom, manj pogosti so 
adenokarcinomi, ploščatocelični karcinom ter drobnocelični karcinom sečnega mehurja9. 
Približno 75 % vseh primerov raka sečnega mehurja je ob diagnozi mišično neinvazivnih, za 
katere sta značilni boljša prognoza in višja stopnja preživetja. Preostalih 25 % primerov raka 
sečnega mehurja je ob diagnozi mišično invazivnih ali metastatskih in navkljub napredku na 
področju zdravljenja je stopnja preživetja nizka9,117.  
 
Tumor pri mišično neinvazivnem raku sečnega mehurja naj bi izhajal iz vmesnih urotelijskih 
celic. Večina tumorjev nizkega gradusa je genomsko stabilnih in pri slednjih najpogosteje 
pride do delecije kromosoma 9 (pri približno 50 % tumorjev), sledijo pa delecije krakov 
kromosomov 10q, 11p, 11q, 17p, 18q in 19q (v do 20 % tumorjev)118. Poleg tega so pogoste 
točkaste mutacije v genu FGFR3 in aktivacijske mutacije v genu PIK3CA118,119, dodatno pa 
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lahko pride do inaktivacije tumor supresorskega gena TSC1 (v približno 15 % primerov) ali 
gena STAG29,118. 
 
Za mišično neinvazivni rak sečnega mehurja je značilna visoka stopnja ponovljivosti, saj pri 
30–78 % bolnikov v 5 letih od postavitve prve diagnoze pride do ponovnega nastanka 
tumorjev istega stadija, medtem ko v istem času pri 7–40 % bolnikov pride do napredovanja 
bolezni v mišično invazivno obliko120,121.  
 
Za tumorje mišično invazivnega raka sečnega mehurja je značilno, da pride do podvajanja 
genov, in sicer pogosto protoonkogenov. Poleg tega lahko pride tudi do delecij, najpogosteje 
na mestu sledečih kromosomskih prog: 9p21 (nosi zapis za gen P16), 10q23 (nosi zapis za 
gen PTEN), 2q36, 4q35 and 13q14 (nosi zapis za gen RB1) 118. Kot za številna druga rakava 
obolenja, je tudi za mišično invazivni rak sečnega mehurja značilna izguba funkcije tumor 
supresorskih genov. Tako so pogosto mutirani npr. geni TP53, RB1, MDM2, E2F3 in 
CDKN2A. V 40 % primerov pride tudi do povečanega izražanja gena FGFR3. Pomembno 
vlogo pri mišično invazivnem in mišično neinvazivnem raku sečnega mehurja igrajo tudi 
epigenetske spremembe, in sicer še posebej metilacije DNA ter histonov, ki vodijo v utišanje 
tumor supresorskih genov118. 
 
2.3.1 Dejavniki tveganja  
Najpomembnejši dejavnik tveganja za razvoj raka sečnega mehurja je kajenje, in sicer kar  
50 % vseh primerov raka sečnega mehurja lahko pripišemo kajenju. Tobak namreč vsebuje 
aromatske amine in policiklične aromatske ogljikovodike, ki se izločajo z urinom122,123. Drugi 
najpomembnejši dejavnik tveganja predstavlja poklicna izpostavljenost aromatskim aminom, 
policikličnim aromatskim ogljikovodikom in kloriranim ogljikovodikom. Ogroženi naj bi bili 
predvsem delavci v kemični, lesni, usnjarski in gumarski industriji. Ti primeri predstavljajo 
približno 10 % vseh primerov raka sečnega mehurja. V zadnjih letih se tveganje za razvoj 
raka sečnega mehurja pri zaposlenih zmanjšuje, saj so podjetja uvedla ustrezne varnostne 
smernice123,124. Poleg tega tveganje za razvoj raka sečnega mehurja poveča pitje klorirane 
vode in posledični nastanek trihalometanov, ki so potencialno karcinogeni ter izpostavitev 
arzena v pitni vodi123,124.  
 
Nastanek raka sečnega mehurja je povezan tudi s shistosomiazo, ki se pojavlja v podsaharski 
Afriki in na Bližnjem vzhodu. Bolezen povzroča parazit Schistosoma haematobium, ki leže 
jajčeca v steno sečnega mehurja in s tem sproži kronično vnetje. Posledično pride do mutacij 
v genu KRAS, kar vodi v onkogeno transformacijo urotelijskih celic in najpogosteje v 
nastanek ploščatoceličnega karcinoma sečnega mehurja122,125,126. 
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2.3.2 Klasifikacija  
Za natančno postavitev diagnoze raka sečnega mehurja je potrebno opraviti dve preiskavi, in 
sicer cistoskopijo (pregled sečnega mehurja s cistoskopom) in biopsijo tumorja. V kolikor 
biopt ne vsebuje rakavo spremenjenega tkiva, se bolezen po klasifikaciji TNM (angl. tumor, 
node, metastasis) glede na kategorijo »T« uvrsti v stadij T0. Pri bolnikih, pri katerih je tumor 
omejen na urotelij sečnega mehurja in ne vdira v lamino proprijo, se to obliko bolezni uvrsti 
v stadij Ta. Tumorji, ki vdirajo v lamino proprijo, predstavljajo kategorijo T1. Za neinvazivne 
urotelijske karcinome (angl. carcinoma in situ, CIS ali Tis) velja, da gre za ploščate, slabo 
diferencirane tumorje, ki so omejeni na urotelij. Tumorji, ki jih uvrščamo v kategorijo T2, 
vraščajo v detruzorsko mišico in tumorji, ki jih uvrščamo v kategorijo T3, prehajajo 
detruzorsko mišico ter vraščajo v maščobno tkivo. Za tumorje, ki spadajo v kategorijo T4, 
velja, da so se razširili iz maščobnega tkiva v sosednje organe ali strukture, npr. prostato, 
vagino, črevesje, medenico (Slika 3). V primeru, da tumorja na podlagi histološke preiskave 
ni mogoče uvrstiti v katero izmed naštetih kategorij, potem slednji dobi oznako TX 9,118,127.  
 
Po klasifikaciji TNM je potrebno podati tudi oceno stanja bezgavk. Če tumor ni vdrl v 
bezgavke, potem sodi v kategorijo N0. V kolikor je prišlo do nastanka metastaze v eni 
medenični bezgavki, tumor sodi v kategorijo N1, če pa je tumor vdrl v več medeničnih 
bezgavk, sodi v kategorijo N2. Če je rak sečnega mehurja metastaziral v črevnične bezgavke, 
potem sodi v kategorijo N3127. 
 
Poleg tega po klasifikaciji TNM ovrednotimo tudi oceno stanja metastaz. Če ni prišlo do 
nastanka oddaljenih metastaz, potem tumor klasificiramo v kategorijo M0, medtem ko če je 
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Slika 3. Prikaz različnih tipov tumorjev sečnega mehurja. Klasifikacija tumorjev sečnega mehurja glede na 
kategorijo »T« po klasifikaciji TNM. Neinvazivni urotelijski karcinomi (angl. carcinoma in situ, CIS) so 
omejeni na urotelij. Tumor, ki je omejen na urotelij in ne vdira v lamino proprijo, spada v stadij Ta. Tumor, ki 
vdira v lamino proprijo, spada v stadij T1. Tumorji, ki vraščajo v detruzorsko mišico, spadajo v stadij T2. 
Tumorji, ki prehajajo detruzorsko mišico in vraščajo v serozo, spadajo v stadij T3. Tumorji, ki so se razširili iz 
maščobnega tkiva v sosednje organe ali strukture, spadajo v stadij T4. 
 
Tumorje se glede na gradus oziroma stopnjo diferenciacije opredeli kot tumorje nizkega ali 
visokega gradusa. Tumorji nizkega gradusa so relativno dobro diferencirani (podobni 
normalnemu uroteliju), počasi rastoči in zanje je manjša verjetnost, da se bodo razširili v 
sosednja tkiva, medtem ko so tumorji visokega gradusa slabo diferencirani, hitro rastoči in 
zanje obstaja večja verjetnost, da bodo invadirali v sosednja tkiva127. 
 
2.3.3 Zdravljenje 
Način zdravljenja raka sečnega mehurja je odvisen od stadija bolezni. Mišično neinvazivni 
rak sečnega mehurja najpogosteje zdravijo s transuretralno resekcijo, ki ji z namenom 
zmanjšanja tveganja ponovitve bolezni lahko sledi tudi kemoterapija (npr. z mitomicinom 
C)118. V določenih primerih se uporablja tudi imunoterapija, pri čemer gre za uporabo cepiva 
Bacillus Calmette-Guerin (t. i. besežiranje), ki spodbudi imunski sistem in zmanjša tveganje 
za ponovitev bolezni118,124.  
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Mišično invazivni rak sečnega mehurja običajno zdravijo z radikalno cistektomijo, t. j. 
odstranitev celotnega sečnega mehurja in/ali radioterapijo. Glede na stadij bolezni, lahko 
bolnik pred in po cistektomiji prejme tudi kemoterapijo (najpogosteje kombinacijo 
metotreksata, vinblastina, doksorubicina in cisplatina ali kombinacijo gemcitabina in 
cisplatina)118. V primeru, da se bolnik ne odziva na kemoterapijo, je druga možnost 
zdravljenje z zaviralci kontrolnih točk PD-1 (protein programirane celične smrti) ali 
njihovimi ligandi PD-L1123. 
 
2.3.4 Epidemiologija 
Rak sečnega mehurja je enajsti najpogostejši rak na svetu123. Za rakom sečnega mehurja je 
leta 2018 na svetovni ravni zbolelo približno 549.000 ljudi in umrlo 200.000 ljudi. Bolezen se 
trikrat pogosteje razvije pri moških kot pri ženskah128. Incidenca raka sečnega mehurja na 
svetovni ravni znaša 9,0 primerov na 100.000 moških in 2,2 primera na 100.000 žensk. 
Incidenca je višja v zahodnem svetu, in sicer v Evropski uniji znaša 19,0 primerov raka 
sečnega mehurja na 100.000 moških in 4,0 primere na 100.000 žensk123,124. Najvišjo 
incidenco raka sečnega mehurja so zabeležili v južni Evropi (Grčija, Španija, Italija), zahodni 
Evropi (Belgija, Nizozemska) in v severni Ameriki6.  
 
V Sloveniji so med letoma 2012 in 2016 v povprečju zabeležili 341 novih primerov raka 
sečnega mehurja letno, in sicer 248 primerov pri moških in 93 primerov pri ženskah129. Wong 
in sodelavci (2018) so na podlagi epidemioloških podatkov pripravili napovedni model, iz 
katerega je razvidno, da naj bi se incidenca raka sečnega mehurja v Sloveniji do leta 2030 
povečala za 92 % pri moških in za 256 % pri ženskah130.  
 
2.4 Okužbe urinarnega trakta 
Okužbe urinarnega trakta definiramo kot porast števila bakterij v urinu (100.000 kolonij/ml 
urina) skupaj s spremljajočimi simptomi131. Okužbe urinarnega trakta označimo kot 
nezapletene, če gre za okužbo pri sicer zdravih ženskah, ki nimajo strukturnih ali nevroloških 
posebnosti sečil, medtem ko okužbe urinarnega trakta označimo kot zapletene, če gre za 
okužbo pri moških in pri ženskah, ki imajo strukturne ali nevrološke posebnosti sečil132-134. 
  
Povzročitelj okužbe urinarnega trakta je pri odraslih najpogosteje ena sama bakterijska vrsta, 
medtem ko pri bolnikih, ki imajo strukturne ali nevrološke posebnosti sečil ali so 
kateterizirani, pogosteje izolirajo več povzročiteljev okužbe135. Tovrstne okužbe lahko 
povzročijo po Gramu pozitivne in negativne bakterije. Slednje močno prevladujejo in 
najpogostejši povzročitelj okužb urinarnega trakta je uropatogena bakterija Escherichia coli 
(UPEC), ki povzroči kar 80–90 % vseh okužb, pridobljenih v domačem okolju in 30–50 % 
bolnišnično pridobljenih okužb. Med ostale najpogostejše povzročitelje okužb urinarnega 
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trakta uvrščamo bakterije Klebsiella pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, 
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa in steptokoke skupine B136-138. Poleg tega lahko 
okužbe urinarnega trakta povzročajo tudi glive (najpogostejši povzročitelj je Candida 
albicans) in virusi (npr. adenovirusi)137,139,140. 
 
2.4.1 Patogeneza okužb urinarnega trakta 
K razvoju nezapletene okužbe urinarnega trakta običajno vodi kontaminacija periuretralnega 
področja s patogenim mikroorganizmom, ki se sicer nahaja v črevesju. Patogen nato 
kolonizira sečnico in migrira v sečni mehur, za kar potrebuje bičke in/ali fimbrije. Nato je od 
interakcij med gostiteljem in patogenom odvisno, ali bo prišlo do odstranitve patogena ali pa 
bo ta koloniziral sečni mehur137,141.  
 
Bakterije z različnimi adhezini prepoznavajo receptorje na uroteliju in s pomočjo vezave 
nanje vdrejo v urotelij, pri čemer proizvajajo toksine in proteaze, zaradi katerih pride do 
sproščanja hranil iz gostiteljeve celice137. Poleg tega določeni uropatogeni tudi sintetizirajo 
sideroforje, s katerimi privzemajo železo142. Sideroforji so posebej pomembni za uropatogene 
bakterije, ki so fakultativni anaerobi (npr. UPEC), saj ob prehodu iz anaerobnega v aerobno 
okolje pride do povečane potrebe po železu, ki je kofaktor številnim encimom, sodelujočim v 
elektronski transportni verigi in pri zaščiti pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi143,144. 
Bakterije se nato delijo in tiste, ki zaobidejo imunski sistem gostitelja, lahko s pomočjo 
fimbrijskih in/ali nefimbrijskih adhezinov kolonizirajo tudi epitelij ledvic141,145. Uropatogeni, 
ki s toksini zadostno poškodujejo tkivo, lahko preidejo tudi v krvožilje137.  
 
Uropatogeni, ki povzročajo nezapletene okužbe urinarnega trakta, npr. UPEC, K. pneumoniae 
in S. saprophyticus, se lahko pritrdijo na urotelij, in sicer na uroplakin UPIa dežnikastih 
celic146. Poleg tega kot receptorji za UPEC služijo tudi integrini α3β1, v plazmalemi 
urotelijskih celic137,147,148. Po drugi strani pri zapletenih okužbah urinarnega trakta običajno 
pride do vezave bakterij na urinski kateter, ledvične ali sečne kamne ali pa do zadrževanja 
bakterij v urinarnem traktu zaradi fizičnih preprek141. Določeni patogeni lahko povzročajo 
nezapletene in zapletene okužbe urinarnega trakta (npr. UPEC), medtem ko drugi, kot so npr. 
P. mirabilis, P. aeruginosa in Enterococcus spp., večinoma povzročajo zapletene okužbe 
urinarnega trakta137,149,150. Zanje je tudi značilno, da pogosto tvorijo biofilme, ki so odgovorni 
za kolonizacijo in omogočajo dolgotrajno preživetje bakterij v urinarnem traktu137. 
 
2.4.2 Dejavniki tveganja  
Okužbe urinarnega trakta so najpogostejše pri ženskah od 15. do 29. leta starosti in pri 
starostnikih obeh spolov. Med dejavnike tveganja za razvoj okužbe urinarnega trakta 
uvrščamo ženski spol, spolno aktivnost, predhodne okužbe urinarnega trakta, uporabo 
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spermicidov, vaginalna vnetja, diabetes, urinarno inkontinenco, kateterizacijo, uporabo 
antibiotikov in strukturne ali nevrološke posebnosti sečil137,138,151-153. Tovrstne okužbe 
označimo kot ponavljajoče se, v kolikor zabeležimo dve ponovitvi simptomatske okužbe 
urinarnega trakta v šestih mesecih ali več kot 3 ponovitve simptomatske okužbe v 1 letu.  
 
2.4.3 Epidemiologija 
Okužbe urinarnega trakta letno prizadenejo 150 milijonov ljudi na svetu in kar osemkrat 
pogosteje za njimi zbolijo ženske kot moški10. Gre za pogosto ponavljajoče se okužbe in  
25 % žensk ponovno zboli za okužbo urinarnega trakta v šestih mesecih od prve diagnoze, na 




Smernice Evropskega združenja za urologijo za zdravljenje okužb urinarnega trakta 
priporočajo zdravljenje s pivmecilinamom, fosfomicinom ali nitrofurantoinom. Alternativo 
predstavljata kotrimoksazol ali trimetoprim, vendar le na območjih, kjer je manj kot 20 % 
izolatov E. coli odpornih proti tem antibiotikom. Navkljub temu, da je le majhen delež 
uropatogenov odporen proti fluorokinolonom, slednjih ne priporočajo za zdravljenje okužb 
urinarnega trakta zaradi različnih stranskih učinkov in tudi zaradi negativnih učinkov na 
okolje. Zaradi široke uporabe fluorokinolonov v medicini in kmetijstvu, se ostanki 
fluorokinolonov zbirajo v odpadnih vodah, sedimentih in prsti, zaradi tega pa prihaja do 
negativnih učinkov na ekosisteme in zdravje ljudi ter živali156. Zaradi visokega deleža 
izolatov E. coli, odpornih proti aminopenicilinom, ti antibiotiki niso več primerni za 
zdravljenje okužb urinarnega trakta, medtem ko se aminopenicilini v kombinaciji z 
betalaktamaznimi inhibitorji (npr. ampicilin/sulbaktam, amoksicilin/ klavulanska kislina, 
cefalosporini) izjemoma v določenih primerih še uporabljajo157. 
 
V Sloveniji za zdravljenje okužb urinarnega trakta najpogosteje predpisujejo terapijo s 
trimetoprimom in sulfametoksazolom, vendar poročilo Slovenske komisije za ugotavljanje 
občutljivosti za protimikrobna zdravila (2017) navaja, da je proti temu antibiotiku odpornih 
kar 29,4 % izolatov E. coli, izoliranih iz vseh kliničnih vzorcev (brez nadzornih kužnin)239.  
 
2.4.5 Razvoj odpornosti proti antibiotikom 
Zaradi pogostosti okužb urinarnega trakta se skoraj 15 % vseh predpisanih antibiotikov v 
ZDA uporabi za zdravljenje teh okužb158. A zdravljenje okužb urinarnega trakta postaja vse 
bolj zapleteno, zaradi pojava in porasta bakterij, odpornih proti antibiotikom11,12.  
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Sprva so bakterije, odporne proti antibiotikom, zasledili samo pri bolnikih z drugimi 
bolezenskimi stanji, kot sta npr. diabetes ali refluksna nefropatija. Nato so odpornost proti 
antibiotikom zabeležili predvsem pri uropatogenih, ki povzročajo bolnišnične okužbe, danes 
pa so proti antibiotikom odporni tudi številni povzročitelji urinarnih okužb, pridobljenih v 
domačem okolju159. 
 
Do odpornosti proti antibiotikom lahko pride zaradi mutacij, ki vodijo v razvoj odpornosti ali 
pa zaradi prenosa genetskega materiala, ki nosi zapis za odpornost proti antibiotikom, npr. s 
konjugacijo, transformacijo ali transdukcijo. Posledično bakterije a) zmanjšajo afiniteto tarče 
za antibiotik, b) znižajo koncentracijo antibiotika na tarčnem mestu ali c) inaktivirajo 
antibiotik z encimi160,161.  
 
Razvoj odpornosti proti antibiotikom je lahko povezan tudi z zmanjšanjem fitnesa ali 
virulence izbranega bakterijskega seva, zaradi okvare normalne funkcije tarče antibiotika ali 
povečanega izražanja določenih genov za odpornost. Medtem ko so bakterije, odporne proti 
antibiotikom, v prisotnosti antibiotika v prednosti, lahko v odsotnosti antibiotika ta lastnost 
zaradi vpliva na fitnes bakterije, postane pomanjkljivost. Sčasoma lahko pri bakterijah, 
odpornih proti antibiotikom, pride do razvoja dodatnih mutacij, s katerimi kompenzirajo 
zmanjšanje fitnesa, posledično pa to vodi v nastanek populacije, ki je odporna proti 
antibiotikom, dobro prilagojena na okolje in sposobna hitrega širjenja med gostitelji160,162. 
 
Razširjenost odpornosti bakterij proti antibiotikom je zaskrbljujoča, saj je v določenih 
predelih sveta že 92 % kliničnih izolatov uropatogenov odpornih proti vsaj enemu 
antibiotiku163. Zaradi tega obstaja velika potreba po razvoju novih protimikrobnih sredstev. 
To se odraža tudi v priporočilih Svetovne zdravstvene organizacije (angl. World Health 
Organization, WHO), ki je leta 2017 objavila seznam povzročiteljev okužb, proti katerim je 
nujno razviti nove antibiotike. Izmed 12 patogenov na seznamu, je kar 10 od njih sposobnih 
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3 ZASNOVA RAZISKAVE, MATERIALI IN METODE DELA 
 
3.1 Zasnova raziskave 
V raziskavi smo se osredotočili na dva vidika delovanja AM. V prvem delu smo proučevali 
vpliv pripravkov iz AM, t.j. nosilcev iz AM, homogenata AM in celic AM, na rakave 
urotelijske celice, medtem ko smo v drugem delu raziskave proučevali vpliv pripravkov iz 
AM, t.j. koščkov AM in homogenata AM, na različne seve bakterijskih vrst, ki so znane kot 
povzročiteljice okužb urinarnega trakta (v nadaljevanju uropatogene bakterije). Dovoljenje za 
uporabo humane AM je odobrila nacionalna Komisija za medicinsko etiko, Univerzitetni 
klinični center Ljubljana, na podlagi odločb, izdanih 15. decembra 2009 (številka odločbe 
43/12/09) in 16. aprila 2018 (številka odločbe 0120-179/2018/5). AM, iz katerih so bile 
izolirane amnijske epitelijske celice in amnijske mezenhimske stromalne celice, so bile 
pridobljene na podlagi dovoljenja za uporabo AM, ki ga je 19. januarja 2019 izdala Komisija 
za medicinsko etiko, Brescia, Italija (številka odločbe NP 2243). 
 
3.1.1 Analiza ultrastrukture amnijske membrane 
Najprej smo z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo ovrednotili ultrastrukturo sveže 
(svAM) in krioshranjene AM (kAM), ki smo jo uporabljali pri pripravi nosilcev, koščkov, 
homogenatov in celic iz AM. 
 
3.1.2 Vpliv nosilcev iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice 
Iz AM smo pripravili: 1) nosilce, pri katerih je bila AM vpeta v nosilec z epitelijem navzgor 
(eAM); 2) nosilce, pri katerih je bila AM vpeta v nosilec z epitelijem navzgor, nato pa smo 
epitelij odstranili z encimom termolizinom (deepitelizirana AM; dAM) in 3) nosilce, pri 
katerih je bila AM vpeta v nosilec s stromo navzgor (sAM). Kot kontrolni vzorec smo 
uporabili sintetični nosilec s porami premera 0,4 μm. Nato smo na nosilce iz AM in na 
sintetični nosilec nasadili celice T24, ki izhajajo iz humanega mišično-invazivnega raka 
sečnega mehurja in konstrukte gojili tri tedne.  
 
V različnih časovnih točkah smo analizirali a) vpliv nosilcev iz AM na invazivni potencial 
celic T24, pri čemer smo preverili intaktnost bazalne lamine z imunooznačevanjem kolagena 
IV in z reakcijo za dokazovanje nevtralnih proteoglikanov ter enostavnih sladkorjev, poleg 
tega pa smo ovrednotili tudi izražanje N-kadherina v celicah T24 in izvedli metodo želatinske 
cimografije; b) vpliv nosilcev iz AM na proliferacijo celic T24, pri čemer smo uporabili 
komplet reagentov Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit in c) vpliv nosilcev iz AM 
na ultrastrukturo celic T24, kar smo ovrednotili z uporabo vrstične in presevne elektronske 
mikroskopije (Slika 4).  
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Slika 4. Shematski prikaz poteka poskusov, s katerimi smo analizirali vpliv nosilcev iz amnijske 
membrane na rakave urotelijske celice T24. T24 smo nasadili na nosilce iz AM, in sicer eAM (epitelij AM), 
dAM (deepitelizirana AM) in sAM (stroma AM). Konstrukte smo gojili 3 tedne pri 37 °C in 5 % CO2, nato pa 
smo v različnih časovnih točkah ovrednotili vpliv nosilcev iz AM na a) invazivni potencial, b) proliferacijo in  
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3.1.3 Vpliv homogenata amnijske membrane na rakave urotelijske celice 
Najprej smo pripravili kulturi rakavih urotelijskih celic T24 in delno diferenciranih normalnih 
prašičjih urotelijskih celic (ddNPU), ki smo ju gojili v ustreznem hranilnem mediju 1 teden. 
Hkrati smo pripravili tudi kulturo diferenciranih normalnih prašičjih urotelijskih celic 
(dNPU), ki smo jo gojili v ustreznih hranilnih medijih 4 tedne. Konfluentne kulture smo nato 
gojili en teden v krioshranjenem homogenatu AM (kAM), naslednje tri tedne pa smo jih 
gojili v ustreznih hranilnih medijih. V različnih časovnih točkah smo nato z uporabo  
faznokontrastne svetlobne mikroskopije analizirali vpliv homogenata kAM na preraščenost 
nosilcev s celicami T24, ddNPU in dNPU ter z vrstično in presevno elektronsko 
mikroskopijo ovrednotili vpliv homogenata kAM na njihovo ultrastrukturo. Poleg tega smo z 
uporabo kompleta reagentov Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit analizirali 
proliferacijo celic T24 in da bi ovrednotili vpliv homogenata kAM na pritrjanje celic T24 na 
podlago, smo celice T24 nasadili na sintetične nosilce v homogenatu kAM ali v hranilnem 
mediju ter jih gojili 7 dni, pri čemer smo tudi spremljali preraščenost nosilcev (Slika 5). 
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Slika 5. Shematski prikaz poteka poskusov, s katerimi smo analizirali vpliv homogenata krioshranjene amnijske membrane na normalne in rakave urotelijske 
celice. Konfluentne kulture celic T24, ddNPU in dNPU smo 1 teden tretirali s homogenatom kAM ter jih nato nadaljnje 3 tedne gojili v ustreznih hranilnih medijih. V 
različnih časovnih točkah smo potem analizirali vpliv homogenata kAM na preraščenost nosilcev s celicami T24, ddNPU in NPU ter vpliv na proliferacijo in ultrastrukturo 
celic. SEM – vrstična elektronska mikroskopija. 
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3.1.4 Vpliv celic amnijske membrane na rakave urotelijske celice 
Iz sveže AM smo najprej izolirali amnijske epitelijske celice (AEC) in amnijske 
mezenhimske stromalne celice (AMSC), ki smo jih gojili v monokulturi. Celice AEC in 
AMSC smo nato nasadili na sintetične nosilce, jih gojili 24 ur in jih nato obsevali, da smo 
zaustavili njihovo proliferacijo. Potem smo na sintetične nosilce nasadili še celice T24, da 
smo vzpostavili kokulturo celic T24 in AEC ali AMSC (v razmerju 1:1 in 1:4). Kokulturo 
smo gojili nadaljnjih 72 ur in nato s pomočjo vrstične in presevne elektronske mikroskopije 
analizirali ultrastrukturo celic. Poleg tega smo uporabili metodo inkorporacije timidina in na 
ta način analizirali vpliv celic AEC in AMSC na proliferacijo celic T24. Kot kontrolne vzorce 
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Slika 6. Shematski prikaz poteka poskusov, s katerimi smo analizirali vpliv celic amnijske membrane na rakave urotelijske celice. Iz sveže AM smo izolirali AEC in 
AMSC ter jih nasadili na sintetične nosilce. Po 24 urah smo nasadili celice T24 (v razmerju celice T24:AEC/ AMSC 1:1 in 1:4), kokulture gojili nadaljnjih 72 ur in spremljali 
vpliv celic AM na proliferacijo in ultrastrukturo celic T24. AEC – amnijske epitelijske celice, AMSC – amnijske mezenhimske stromalne celice, SEM – vrstična elektronska 
mikroskopija, TEM – presevna elektronska mikroskopija. Kot kontrolne vzorce smo uporabili monoculture celic T24, AEC in AMSC ter kokulturo celic T24 in CFPAC-1. 
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3.1.5 Vpliv koščkov in homogenata amnijske membrane na uropatogene bakterije 
Namen tega sklopa poskusov je bil preveriti, kako koščki in homogenat AM vplivajo na 
uropatogene bakterije ter kako način priprave vpliva na protimikrobno učinkovitost 
pripravkov iz AM. Najprej smo z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo analizirali 
ultrastrukturo sveže ter krioshranjene AM. Nato smo pripravili koščke svAM in kAM, s 
katerimi smo preverjali vpliv na uropatogene bakterije, pri čemer smo uporabili difuzijsko 
metodo s koščkom AM v mehkem agarju. Nato smo pripravili a) homogenate svAM,  
b) homogenat kAM (1 teden pri –80 °C), c) homogenat kAM (10 tednov pri –80 °C) in  
d) homogenat kAM (10 tednov pri –20 °C). Tako pripravljene homogenate smo testirali na 
izbranih uropatogenih bakterijah, pri čemer smo uporabili difuzijsko metodo s homogenatom 
AM na mehkem agarju. Nato smo testirali tudi protimikrobno delovanje antibiotikov z 
difuzijsko metodo z antibiotiki na mehkem agarju, kar nam je omogočilo primerjavo 
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Slika 7. Shematski prikaz poskusov, s katerimi smo analizirali vpliv svežih (svAM) in krioshranjenih (kAM) koščkov in homogenata amnijske membrane na 
uropatogene bakterije. Z difuzijsko metodo s koščkom AM v mehkem agarju smo analizirali vpliv svežih in krioshranjenih koščkov AM nauropatogene bakterije. Z 
difuzijsko metodo s homogenatom AM na mehkem agarju smo analizirali vpliv homogenatov svAM, kAM (1 teden pri –80 °C), kAM (10 tednov pri –80 °C) in  
kAM (10 tednov pri –20 °C) na uropatogene bakterije. 
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3.1.6 Vpliv homogenata amnijske membrane na modele normalnega in rakavo 
spremenjenega urotelija in vitro 
Z namenom, da bi ovrednotili vpliv homogenata kAM na bakterije in urotelijske celice, smo 
najprej vzpostavili biomimetične modele normalnega in rakavo spremenjenega urotelija  
in vitro. Nato smo celice T24 in dNPU tri ure inkubirali v a) homogenatu kAM, inokuliranim 
s proti meticilinu odporno bakterijo Staphylococcus aureus (MRSA) (Slika 8A, B), b) 
hranilnem mediju, inokuliranim z MRSA (Slika 8C, D), c) homogenatu kAM (Slika 8E, F) in 
d) hranilnem mediju (Slika 8G, H). Potem smo določili število suspenzijskih in endocitiranih 
bakterij z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču, analizirali viabilnost celic T24 in dNPU 
ter ovrednotili ultrastrukturo celic T24 in dNPU z uporabo vrstične in presevne elektronske 
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Slika 8. Shematski prikaz poskusov, s katerimi smo analizirali vpliv homogenata amnijske membrane na kulture normalnega in rakavo spremenjenega urotelija  
in vitro.Vzpostavili smo kulture celic T24 in dNPU, ki smo jih tri ure inkubirali v (A, B) homogenatu kAM, inokuliranim z MRSA, (C, D) hranilnem mediju, inokuliranim z 
MRSA, (E, F) homogenatu kAM, (G, H) hranilnem mediju. Nato smo ovrednotili število suspenzijskih in endocitiranih bakterij in viabilnost ter ultrastrukturo celic T24 in 
dNPU. SEM – vrstična elektronska mikroskopija, TEM – presevna elektronska mikroskopija.  
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3.2 Material, ki smo ga uporabili pri analizi protirakavega in protimikrobnega učinka 
amnijske membrane 
V Preglednicah 3 in 4 so navedeni aparati, laboratorijski material in kemikalije, ki smo jih 
uporabili v raziskavi.  
 
Preglednica 3. Aparati, ki smo jih uporabili pri analizi protirakavega in protimikrobnega učinka amnijske 
membrane. 
Aparat Proizvajalec 
Aparatura za napraševanje kovin Bal-Tec SCD 005 Balzers, ZDA 
Avtoklav A-21 CA Kambič, Slovenija 
Avtomatske pipete Eppendorf Eppendorf, Nemčija 
Avtomatske pipete Eppendorf Eppendorf, Nemčija 
Celični inkubator HeraCell Heraeus, Nemčija 
Centrifuga Biofuge 13  Heraeus, Nemčija 
Centrifuga Rotina 380R Hettich, Nemčija 
Elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf, Nemčija 
Filtermate Harvester Perkin Elmer, Life Sciences, Belgija 
Fluorescenčni mikroskop AxioImager.Z1 z dodatkom Apotome Zeiss, Nemčija 
Fluorescenčni mikroskop Nikon Eclipse TE 300 Nikon, Japonska 
Inkubacijski stresalnik Innova 2300 Platform–shaker New Brunswick Scientific, ZDA 
Inkubator Memmert, Nemčija 
Kriostat Leica CM1950 Leica, Nemčija 
Mešalnik Russell Hobbs Kitchen Mix&Go blender 21350-56 Spectrum brands, ZDA 
Vibracijski mešalnik EV–100  Tehtnica, Jugoslavija 
Mikrotom Leica RM 2135 Leica, Nemčija 
Mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
Namizna centrifuga 5810R Eppendorf, Nemčija 
Namizna centrifuga Eppendorf 5424 Eppendorf, Nemčija 
Plinski gorilnik Tlos, Hrvaška 
Presevni elektronski mikroskop Philips CM100 Philips, Nizozemska 
Scintilacijski detektor Perkin Elmer, Life Sciences, Belgija 
Spektrofotometer Tecan Saphire Tecan, Švica 
Sušilnik Kambič SP-45c Kambič, Slovenija 
Svetlobni mikroskop Leica DM IL Leica, Nemčija 
Tehtnica ET 1111 Tehtnica, Jugoslavija 
Termoblok Marijan Krokter s.p. 
Ultramikrotom Leica EM UC6 Leica, Nemčija 
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Nadaljevanje Preglednice 3. Aparati, ki smo jih uporabili pri analizi protirakavega in protimikrobnega učinka 
amnijske membrane. 
Aparat Proizvajalec 
Vrstični elektronski mikroskop Tescan Vega 3 Tescan, Češka 
Vrtinčni stresalnik KS 260 basic Ika, Nemčija 
Vrtinčni stresalnik RC-TK Infos HT, Švica 
 
Preglednica 4. Laboratorijski material in kemikalije, ki smo jih uporabili pri analizi protirakavega in 
protimikrobnega učinka amnijske membrane. Z oznako * so označeni laboratorijski material in kemikalije, ki so 
že tovarniško sterilizirani.  
Laboratorijski material in kemikalije Proizvajalec 
[3H]-timidin* Perkin Elmer, Life Sciences, Belgija 
6-prekatne, 12-prekatne, 24-prekatne petrijevke* BD Biosciences, ZDA 
Aceton Carlo Erba Reagents, Francija 
Adenin* Sigma-Aldrich, ZDA 
Agar Formedium, Velika Britanija 
Akrilamid Sigma-Aldrich, ZDA 
Amfotericin B* Lonza, Švica 
Barvilo Coomassie modro Biorad, Madžarska 
Barvilo bromfenol modro Sigma-Aldrich, ZDA 
CaCl2* UKC Ljubljana, Slovenija 
Cefamezin* Teva Italia SrL, Italija 
Cefoksitin* Merck, Nemčija 
Citronska kislina Merck, Nemčija 
Dimetilsulfoksid (DMSO)* Sigma-Aldrich, ZDA 
Dispaza* BD Biosciences, Švica 
DNaza* Roche, Nemčija 
Eozin Merck, Nemčija 
Epidermalni rastni dejavnik* Sigma-Aldrich, ZDA 
Epon Serva, Nemčija 
Eritromicin* Merck, Nemčija 
Etanol (100 %) KEFO, Slovenija 
FBS* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Filtri s premerom por 0,4 μm* BD Biosciences, ZDA 
Filtri s premerom por 70 μm* BD Biosciences, ZDA 
Filtri s premerom por 100 μm* BD Biosciences, ZDA 
Fluorescentno barvilo Vybrant DiI* Thermo Fisher Scientific, ZDA 
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Nadaljevanje Preglednice 4. Laboratorijski material in kemikalije, ki smo jih uporabili pri analizi 
protirakavega in protimikrobnega učinka amnijske membrane. Z oznako * so označeni laboratorijski material in 
kemikalije, ki so že tovarniško sterilizirani. 
Laboratorijski material in kemikalije Proizvajalec 
Formaldehid Sigma-Aldrich, ZDA 
Fosfoetanolamin* Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicerol  Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicin* Sigma-Aldrich, ZDA 
Glutamax* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Glutaraldehid Serva, Nemčija 
Gojišče Luria Bertani Formedium, Velika Britanija 
Gojišče Mueller-Hinton Formedium, Velika Britanija 
Gojitvene stekleničke (12,5 cm2, 25 cm2, 75 cm2)* TPP, Švica 
Goveji serumski albumin  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
HBSS*  Sigma, Nemčija 
HCl  Merck, Nemčija 
Heksametildisilazan Sigma-Aldrich, ZDA 
Hidrokortizon* Sigma-Aldrich, ZDA 
Hranilni medij A-DMEM* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hranilni medij DMEM/F12* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hranilni medij DMEM* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hranilni medij MCDB153 Sigma, Nemčija 
Hranilni medij RPMI-1640* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Inzulin* Sigma-Aldrich, ZDA 
Jod Esoform, Italija 
KCl Merck, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
Klindamicin* Merck, Nemčija 
Kolagenaza* Roche, Nemčija 
Komplet reagentov BCA protein assay kit Sigma-Aldrich, ZDA 
Komplet reagentov Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 Imaging 
Kit 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Ksilol Carlo Erba Reagents, Francija 
Linezolid* Merck, Nemčija 
Mayerjeva raztopina hematoksilina Sigma-Aldrich, ZDA 
Medij za zamrzovanje (angl. tissue freezing medium) Leica, Nemčija 
Metaloproteinaza-2 Abcam, Velika Britanija 
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Nadaljevanje Preglednice 4: Laboratorijski material in kemikalije, ki smo jih uporabili pri analizi 
protirakavega in protimikrobnega učinka amnijske membrane. Z oznako * so označeni laboratorijski material in 
kemikalije, ki so že tovarniško sterilizirani. 
Laboratorijski material in kemikalije Proizvajalec 
Metaloproteinaza-9 Abcam, Velika Britanija 
Metanol J.T. Baker, ZDA 
Mišja sekundarna protitelesa Alexa Fluor 488 Invitrogen, ZDA 
Mišja sekundarna protitelesa Alexa Fluor 555 Invitrogen, ZDA 
NaCl  Merck, Nemčija 
Natrijev citrat Merck, Nemčija 
Natrijev dodecilsulfat Sigma-Aldrich, ZDA 
Natrijev kakodilat Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 Merck, Nemčija 
NaOH Merck, Nemčija 
Obročasti nosilci  Scaffdex, Finska 
PenStrep* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
PBS Lonza, Švica 
Porozne membrane BD Falcon* BD Biosciences, ZDA 
Schiffov reagent  Sigma-Aldrich, ZDA 
Serološke pipete Falcon* Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Termolizin*  Sigma-Aldrich, ZDA 
Trimetoprim/ sulfametoksazol* Merck, Nemčija 
Tripansko modrilo  Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Tripsin-EDTA* Sigma-Aldrich, ZDA 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Triton X-100 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Trizma base) Sigma-Aldrich, ZDA 
Tryple Select* Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Uranil acetat Merck, Nemčija 
Vectashield Vector Laboratories, ZDA 
Vklopni medij Entellan new Merck, Nemčija 
Vodikov peroksid Carlo Erba Reagents, Francija 
Zajčja sekundarna protitelesa Alexa Fluor 488 Invitrogen, ZDA 
Zajčja sekundarna protitelesa Alexa Fluor 555 Invitrogen, ZDA 
Zajčje primarno protitelo proti kolagenu IV Invitrogen, ZDA 
Zajčje primarno protitelo proti N-kadherinu Abcam, Velika Britanija 
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3.2.1 Amnijska membrana 
Na podlagi pisnega soglasja porodnic smo pridobili AM zdravih porodnic, ki so rodile z 
načrtovanim carskim rezom. Darovalke so bile stare 18 do 40 let, carski rez pa je bil izveden 
pri gestacijski starosti ploda med 37 in 40 tedni. Kri porodnic je bila testirana na prisotnost 
povzročiteljev HIV, hepatitisa B in C ter sifilisa na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo, Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani. Bolezenska stanja porodnice ali 
otroka, na podlagi katerih nismo odvzeli AM, so bila bakterijska ali virusna okužba 
genitalnega trakta porodnice, okužbe amniona, gestacijski diabetes porodnice, mekonijska 
plodovnica, prirojene nepravilnosti novorojenčka, prezgodnji razpok plodovih ovojev. 
 
3.2.2 Celične kulture 
3.2.2.1 Celične linije 
V poskusih smo uporabili trajno celično linijo T24, ki izvira iz humane mišično invazivne 
urotelijske neoplazije (ATCC HTB-4, ZDA) 81-letne bolnice. V poskusih smo uporabili tudi 
trajno celično linijo CFPAC-1, ki izvira iz humanega adenocarcinoma trebušne slinavke 
(ATCC CRL-1918, ZDA).  
 
3.2.2.2 Normalne prašičje urotelijske celice 
Primarno celično kulturo normalnih prašičjih urotelijskih (NPU) celic smo pridobili iz 
normalnih sečnih mehurjev prašičev164,165. Uporabo živalskih stranskih proizvodov  
kategorije 3 (prašičji sečni mehurji) je odobrilo Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in 
prehrano, Veterinarska uprava Republike Slovenije (številka odločbe U34453-15/2013/2).  
 
Sečne mehurje prašičev smo razrezali na več delov, postrgali normalne urotelijske celice, jih 
filtrirali skozi filter s premerom por 40 µm in jih nasadili z nasaditveno gostoto  
2×105 celic/cm2 v hranilnem mediju, ki omogoča delno diferenciacijo celic NPU (ddNPU; 
Preglednica 7). Celice NPU smo v tem mediju gojili en teden, nato pa so celice naslednje  
3 tedne gojili v hranilnem mediju, ki omogoča diferenciacijo celic NPU (dNPU; Preglednica 
7). V poskusih smo uporabili celice od druge do desete pasaže. 
 
3.2.3 Hranilni mediji 
3.2.3.1 Hranilni mediji za gojenje celičnih kultur 
3.2.3.1.1 Celična linija T24 
Celice T24 smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili tako, da smo sterilno zmešali 
naslednje komponente: A-DMEM, F12, FBS, Glutamax in antibiotike (penicilin, 
streptomicin). Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 5. 
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Preglednica 5. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje celic T24. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
A-DMEM 46 ml 
F-12 46 ml 
Glutamax  2 ml (končna koncentracija 4 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
FBS 5 ml 
 
3.2.3.1.2 Celična linija CFPAC-1 
Celice CFPAC-1 smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili tako, da smo sterilno 
zmešali naslednje komponente: RPMI-1640, FBS, L-glutamin in antibiotike (penicilin, 
streptomicin). Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 6. 
 
Preglednica 6. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje celic CFPAC-1. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
RPMI-1640 88 ml 
FBS 10 ml 
L-glutamin  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
 
3.2.3.1.3 Normalne prašičje urotelijske celice 
Celice ddNPU in dNPU smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili tako, da smo 
najprej zmešali 17,6 g MCDB 153 in 1 L destilirane vode, da smo pripravili hranilni medij 
MCDB 153, ki smo ga nato sterilno filtrirali skozi filter s premerom por 0,4 μm. Nato smo 
sterilno zmešali naslednje komponente: A-DMEM, MCDB 153, adenin, inzulin, 
hidrokortizon, fosfoetanolamin, Glutamax in antibiotike (penicilin, streptomicin) ter v 
primeru hranilnega medija za ddNPU dodali FBS ali v primeru hranilnega medija za dNPU 
CaCl2
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Preglednica 7. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje celic delno diferenciranih in diferenciranih 
normalnih prašičjih urotelijskih celic. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
Hranilni medij za ddNPU 
A-DMEM 48 ml 
MCDB 153 48 ml 
Adenin  60 μl (končna koncentracija 15 µg/ml) 
Inzulin  50 μl (končna koncentracija 5 µg/ml) 
Hidrokortizon  100 μl (končna koncentracija 0,5 µg/ml) 
Fosfoetanolamin  140 μl (končna koncentracija 0,1 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
Glutamax  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
FBS 2,5 ml 
Hranilni medij za dNPU 
A-DMEM 49 ml 
MCDB 153 49 ml 
Adenin  60 μl (končna koncentracija 15 µg/ml) 
Inzulin  50 μl (končna koncentracija 5 µg/ml) 
Hidrokortizon  100 μl (končna koncentracija 0,5 µg/ml) 
Fosfoetanolamin  140 μl (končna koncentracija 0,1 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
Glutamax  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
CaCl2 160 μl 
 
3.2.3.1.4 Amnijske epitelijske celice 
AEC smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili tako, da smo sterilno zmešali 
naslednje komponente: DMEM/F12, FBS, L-glutamin, EGF in antibiotike (penicilin, 
streptomicin). Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 8. 
 
Preglednica 8. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje amnijskih epitelijskih celic. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
DMEM/F12 87,9 ml 
FBS 10 ml 
L-glutamin  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
Epidermalni rastni dejavnik  100 μl (končna koncentracija 10 ng/ml) 
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3.2.3.1.5 Amnijske mezenhimske stromalne celice 
AMSC smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili tako, da smo sterilno zmešali 
naslednje komponente: DMEM, FBS, L-glutamin in antibiotike (penicilin, streptomicin). 
Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 9. 
 
Preglednica 9. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje amnijskih mezenhimskih stromalnih celic. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
DMEM 88 ml 
FBS 10 ml 
L-glutamin  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
 
3.2.3.1.6 Kokultura amnijskih celic in celic T24 
Kokulturo amnijskih celic in celic T24 smo gojili v hranilnem mediju, ki smo ga pripravili 
tako, da smo sterilno zmešali naslednje komponente: DMEM, FBS, L-glutamin in antibiotike 
(penicilin, streptomicin). Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 10. 
 
Preglednica 10. Sestava hranilnega medija, prilagojenega za gojenje kokultur celic T24 in amnijskih epitelijskih 
celic ali amnijskih mezenhimskih stromalnih celic. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
RPMI-1640 88 ml 
FBS 10 ml 
L-glutamin  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin  
100 enot/ml) 
 
3.2.3.2 Medij za krioshranjevanje  
AM, iz katere smo pripravili nosilce iz AM, je bila shranjena v mediju za krioshranjevanje, ki  
smo ga pripravili tako, da smo sterilno zmešali naslednje komponente: A-DMEM, F12, 
glicerol in antibiotike (penicilin, streptomicin). Glicerol smo pred uporabo sterilizirali z 
avtoklaviranjem (15 minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar), ostale komponente pa so komercialno 
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Preglednica 11. Sestava medija za krioshranjevanje amnijske membrane. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
A-DMEM 24,75 ml 
F12 24,75 ml 
Glicerol  49,5 ml 
PenStrep  1 ml (končna koncentracija streptomicin 100 µg/ml, penicilin 100 enot/ml) 
 
3.2.3.3 Hranilni medij za pripravo homogenata amnijske membrane 
Za pripravo homogenata AM, ki smo ga nanesli na celice T24, smo uporabili hranilni medij, 
ki smo ga pripravili tako, da smo sterilno zmešali komponente A-DMEM, F-12 in Glutamax. 
Za pripravo homogenata AM, ki smo ga nanesli na celice NPU, smo na enak način pripravili 
hranilni medij, ki je vseboval A-DMEM, MCDB 153, adenin, inzulin, hidrokortizon, 
fosfoetanolamin in Glutamax. MCDB 153 smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 
3.2.3.1.3, vse ostale komponente pa so komercialno dostopne in že tovarniško sterilizirane. 
Sestava hranilnega medija je prikazana v Preglednici 12. 
 
Preglednica 12. Sestava hranilnega medija za pripravo homogenata amnijske membrane. 
Sestavine hranilnega medija Volumen, potreben za pripravo 100 ml hranilnega medija 
Celice T24 
A-DMEM 49 ml 
F-12 49 ml 
Glutamax  2 ml (končna koncentracija 4 mM) 
Celice NPU 
A-DMEM 49,5 ml 
MCDB 153 49,5 ml 
Adenin  60 μl (končna koncentracija 15 µg/ml) 
Inzulin  50 μl (končna koncentracija 5 µg/ml) 
Hidrokortizon  100 μl (končna koncentracija 0,5 µg/ml) 
Fosfoetanolamin  140 μl (končna koncentracija 0,1 mM) 
Glutamax  1 ml (končna koncentracija 2 mM) 
 
3.2.4 Raztopine 
3.2.4.1 Fosfatno-solni pufer 
V poskusih smo uporabili fosfatno-solni pufer (PBS), ki smo ga pripravili tako, da smo 
zmešali naslednje komponente: KH2PO4, Na2HPO4, KCl, NaCl in destilirano vodo 
(Preglednica 13). Delovno raztopino PBS smo pripravili tako, da smo zmešali 100 ml 
osnovne raztopine PBS in 1900 ml destilirane vode ter uravnali pH na 7,2–7,4. PBS, ki smo 
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ga uporabili za spiranje AM ali za pripravo homogenata AM, smo predhodno sterilizirali s 
filtriranjem skozi filter s premerom por 0,4 μm.  
 
Preglednica 13. Sestava osnovne raztopine fosfatno-solnega pufra (PBS). 
Sestavina osnovne raztopine PBS Količina za pripravo 1000 ml osnovne raztopine 
PBS 
KH2PO4 4 g 
Na2HPO4 23 g 
KCl 4 g 
NaCl 160 g 
Destilirana voda 810 ml 
 
3.2.4.2 Fiziološka raztopina 
Fiziološko raztopino (0,9 % NaCl) smo sterilizirali s filtracijo skozi filter s premerom por  
0,4 μm ali z avtoklaviranjem (15 minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar). 
 
3.2.4.3 Raztopine, potrebne za izolacijo celic iz amnijske membrane 
3.2.4.3.1 Raztopina za spiranje amnijske membrane 
Za spiranje AM po odvzemu smo uporabili sterilno fiziološko raztopino (0,9 % NaCl), ki smo 
ji dodali penicilin (končna koncentracija 100 enot/ml) in streptomicin (končna koncentracija 
100 μg/ml) ter amfotericin B (končna koncentracija 2,5 mg/ml).  
 
3.2.4.3.2 Sterilizacijska raztopina 
Za sterilizacijo koščkov AM smo uporabili fiziološko raztopino (0,9 % NaCl), ki smo ji 
dodali penicilin (končna koncentracija 500 enot/ml), streptomicin (končna koncentracija  
500 μg/ml), amfotericin B (končna koncentracija 12,5 μg/ml) in cefamezin (končna 
koncentracija 1,87 mg/ml).  
 
3.2.4.3.3 Raztopina I za izolacijo amnijskih epitelijskih celic 
Pri izolaciji AEC smo uporabili raztopino I, ki smo jo pripravili tako, da smo PBS dodali  
EDTA (končna koncentracija 0,5 mM), penicilin (končna koncentracija 100 enot/ml) in 
streptomicin (končna koncentracija 100 μg/ml).  
 
3.2.4.3.4 Raztopina II za izolacijo amnijskih mezenhimskih stromalnih celic 
Pri izolaciji AMSC smo uporabili tudi raztopino II, ki smo jo pripravili tako, da smo zmešali 
pufer HBSS (angl. Hank’s Buffered Salt Solution) in dispazo (končna koncentracija  
2,5 enot/ml).  
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3.2.4.3.5 Raztopina III za izolacijo amnijskih mezenhimskih stromalnih celic 
Pri izolaciji AMSC smo uporabili raztopino III, ki je vsebovala hranilni medij, sestavljen iz 
naslednjih komponent: RPMI-1640, FBS, L-glutamin, PenStrep (Preglednica 9), ki smo mu 
dodali DNazo (končna koncentracija 10 μg/ml) in kolagenazo I (končna koncentracija  
0,94 mg/ml).  
 
3.2.4.4 Raztopine, uporabljene pri pripravi preparatov za svetlobno in elektronsko 
mikroskopijo 
3.2.4.4.1 Fiksativ za pripravo vzorcev za svetlobno mikroskopijo 
Vzorce za svetlobno mikroskopijo smo fiksirali v 4 % formaldehidu v PBS, ki smo ga 
pripravili tako, da smo 4 g formaldehida dodali 100 ml PBS in mešanico na vodni kopeli ob 
stalnem mešanju kuhali do temperature 70 °C približno 10 minut oziroma dokler se 
formaldehid ni raztopil. Nato smo dodali nekaj kapljic NaOH, da se je mešanica zbistrila in 
pH uravnali na 7,2–7,4. 
 
3.2.4.4.2 Kakodilatni pufer 
Najprej smo zmešali 4,28 g natrijevega kakodilata v prahu s 100 ml destilirane vode. Nato 
smo za pripravo 0,2 M kakodilatnega pufra zmešali 62,5 ml raztopine natrijevega kakodilata 
in 3,37 ml 0,2 M HCl ter dopolnili z destilirano vodo do 250 ml. Nato smo pH uravnali na  
7,2–7,4. 
 
3.2.4.4.3 Fiksativ za pripravo vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo 
Fiksativ za vzorce za presevno elektronsko mikroskopijo smo pripravili tako, da smo 3 g 
formaldehida dodali 50 ml destilirane vode in mešanico na vodni kopeli ob stalnem mešanju 
kuhali do temperature 70 °C približno 10 minut oziroma dokler se formaldehid ni raztopil. 
Nato smo dodali nekaj kapljic NaOH, da se je mešanica zbistrila. Ko se je raztopina ohladila, 
smo ji dodali 50 ml 0,2 M kakodilatnega pufra, pH uravnali na 7,2–7,4, tik pred uporabo pa 
smo mešanici dodali še 12 ml glutaraldehida.  
 
3.2.4.4.4 Fiksativ za pripravo vzorcev za vrstično elektronsko mikroskopijo 
Fiksativ za vzorce za presevno elektronsko mikroskopijo smo pripravili tako, da smo 2 g 
formaldehida dodali 50 ml destilirane vode in mešanico na vodni kopeli ob stalnem mešanju 
kuhali do temperature 70 °C približno 10 minut oziroma dokler se formaldehid ni raztopil. 
Nato smo dodali nekaj kapljic NaOH, da se je mešanica zbistrila. Ko se je raztopina ohladila, 
smo ji dodali 50 ml 0,2 M kakodilatnega pufra, pH uravnali na 7,2–7,4, tik pred uporabo pa 
smo mešanici dodali še 8 ml glutaraldehida.  
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3.2.4.4.5 Mešanice alkoholov, ki smo jih uporabili za dehidracijo vzorcev 
Priprava vzorcev za svetlobno in elektronsko mikroskopijo vključuje dehidracijo vzorcev v 
mešanicah alkoholov. Za pripravo mešanic 50–90 % etanola smo uporabili etanol (100 %) in 
destilirano vodo.  
 
Pri pripravi parafinskih rezin smo uporabili tudi dve mešanici etanola in ksilola, in sicer smo 
mešanico 1 pripravili tako, da smo zmešali 2 deleža etanola (100 %) in en delež ksilola, 
mešanico 2 pa smo pripravili tako, da smo zmešali 1 delež etanola (100 %) in en delež 
ksilola.  
 
3.2.4.5 Raztopine, uporabljene pri analizi proliferacije s kompletom reagentov Click-it Plus 
EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit 
Za spiranje smo uporabili 3 % goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin, BSA) v 
PBS. Za permeabilizacijo smo uporabili raztopino 0,5 % Triton X-100 v PBS, ki smo jo 
pripravili tako, da smo zmešali 0,5 ml Tritona X-100 in 99,5 ml PBS. 
 
3.2.4.6 Raztopine, uporabljene pri fluorescenčnem imunooznačevanju proteinov 
Pri imunooznačevanju proteinov na parafinskih rezinah smo uporabili citratni pufer, ki smo 
ga pripravili iz 0,1 M citronske kisline in 0,1 M natrijevega citrata. Citronsko kislino smo 
pripravili tako, da smo zmešali 2,1 g citronske kisline in 100 ml destilirane vode, natrijev 
citrat pa smo pripravili tako, da smo zmešali 29,41 g natrijevega citrate in 1000 ml destilirane 
vode. Citratni pufer smo pripravili tako, da smo zmešali 9 ml citronske kisline, 41 ml 
natrijevega citrata in 450 ml destilirane vode. Nato smo pH umerili na 6,0.  
 
3.2.4.7 Raztopine, uporabljene pri želatinski cimografiji 
3.2.4.7.1 Raztopine, ki smo jih uporabili za pripravo poliakrilamidnega gela 
Za izvedbo želatinske cimografije smo uporabili 10 % poliakrilamidni gel z 0,1 % želatino, ki 
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Preglednica 14. Sestavine za pripravo 10 % poliakrilamidnega gela z 0,1 % želatino. 
Sestavina Volumen, potreben za pripravo dveh gelov 
Ločevalni gel 
Destilirana voda 4,5 ml 
Želatina (1 %)  1,25 ml 
Tris HCl (1,5 M; pH 8,8) 2,5 ml 
Akrilamid  4,15 ml 
Natrijev dodecilsulfat (20 %) 62,5 µl 
Amonijev persulfat (10 %) 37,5 µl 
Tetrametiletilendiamin 7,5 µl 
Zbiralni gel 
Destilirana voda 5,5 ml 
Akrilamid 1 ml 
Tris HCl (1,25 M; pH 6,8) 1 ml 
Natrijev dodecilsulfat (20 %) 50 µl 
Amonijev persulfat (10 %) 37,5 µl 
Tetrametiletilendiamin 5 µl 
 
3.2.4.7.2 Nanašalni pufer 
Nanašalni pufer za gelsko elektroforezo smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi zmešali 
natrijev dodecilsulfat v prahu (končna koncentracija 0,7 M), bromfenol modro v prahu 
(končna koncentracija 1,2 mM) in glicerol (tekočina; končna koncentracija 20 %).  
 
3.2.4.7.3 Elektroforezni pufer 
Najprej smo pripravili založno raztopino elektroforeznega pufra, in sicer smo v destilirani 
vodi zmešali 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol v prahu (končna koncentracija  
0,25 M) in glicin v prahu (končna koncentracija 1,92 M) ter uravnali pH na 8,3. Za pripravo 
delovne raztopine elektroforeznega pufra smo zmešali založno raztopino elektroforeznega 
pufra z destilirano vodo v razmerju 1:9. 
 
3.2.4.7.4 Renaturacijski pufer 
Renaturacijski pufer smo pripravili tako, da smo zmešali 7,5 ml Triton X-100 in 292,5 ml 
destilirane vode.  
 
3.2.4.7.5 Razvijalni pufer 
Založno raztopino razvijalnega pufra smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi zmešali 
Tris-HCl v prahu (končna koncentracija 0,5 M), NaCl v prahu (končna koncentracija 2 M), 
CaCl2 v prahu (končna koncentracija 0,05 M) in Triton X-100 v tekočem agregatnem stanju 
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(končna koncentracija 0,2 %) ter pH uravnali na 7,8. Za pripravo delovne raztopine 
elektroforeznega pufra smo zmešali založno raztopino razvijalnega pufra z destilirano vodo v 
razmerju 1:9. 
 
3.2.4.7.6 Pufer za barvanje 
Pufer za barvanje smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi zmešali barvilo Coomassie 
modro v prahu (končna koncentracija 0,5 %), 100 % metanol (končna koncentracija v pufru 
0,5 %) in 100 % ocetno kislino (končna koncentracija v pufru 10 %).  
 
3.2.4.7.7 Pufer za razbarvanje 
Pufer za razbarvanje smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi zmešali 100 % metanol 
(končna koncentracija v pufru 5 %) in 100 % ocetno kislino (končna koncentracija v pufru  
10 %).  
 
3.2.5 Mikroorganizmi 
Z namenom, da bi celovito ovrednotili protimikrobno delovanje pripravkov iz AM na 
uropatogene bakterije, smo v raziskavo vključili 25 sevov različnih bakterijskih vrst, ki so 
znane kot povzročiteljice urinarnih okužb (Preglednica 15). Uporabili smo bakterijske seve, 
ki a) so bili pridobljeni iz referenčnih zbirk ATCC (angl. American Type Culture Collection) 
ali preko podjetja Invitrogen, b) so bili izolirani iz urina bolnikov z okužbo urinarnega trakta 
(klinični sevi) ali c) so bili izolirani iz okoljskih vzorcev (Preglednica 15).  
 
Preglednica 15. Bakterijske vrste oz. sevi, ki smo jih uporabili pri proučevanju protimikrobnega učinka 
amnijske membrane. 
Bakterijski sev Oznaka v besedilu Relevantne informacije o 
genotipu oz. fenotipu 
Vir 
Bakterijski sevi, pridobljeni iz referenčnih zbirk ATCC ali preko podjetja Invitrogen 
Escherichia coli 
DH5α 
E. coli DH5α Po Gramu negativen sev; 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 





MRSA Po Gramu pozitiven sev; 





A. baumannii Po Gramu negativen sev; 
odpornost proti karbapenemom 
ATCC, ZDA 
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Nadaljevanje Preglednice 15. Bakterijske vrste oz. sevi, ki smo jih uporabili pri proučevanju protimikrobnega 
učinka amnijske membrane. 
Bakterijski sev Oznaka v besedilu Relevantne informacije o 
genotipu oz. fenotipu 
Vir 






Po Gramu negativen sev; 






VRE  Po Gramu negativen sev; 





P. aeruginosa Po Gramu negativen sev ATCC, ZDA 
Bakterijski sevi, ki so bili izolirani iz urina bolnikov z okužbo urinarnega trakta (klinični sevi) 
Escherichia coli 
DL88 
UPEC DL88 Po Gramu negativen sev, klinični 
sev 
Zbirka DL Skupine za 
molekularno genetiko, 
Biotehniška fakulteta UL 
Escherichia coli 
DL90 
UPEC DL90 Po Gramu negativen sev, klinični 
sev 
Zbirka DL Skupine za 
molekularno genetiko, 
Biotehniška fakulteta UL 
Escherichia coli 
DL94 
UPEC DL94 Po Gramu negativen sev, klinični 
sev 
Zbirka DL Skupine za 
molekularno genetiko, 
Biotehniška fakulteta UL 
Escherichia coli 
DL101 
UPEC DL101 Po Gramu negativen sev, klinični 
sev 
Zbirka DL Skupine za 
molekularno genetiko, 
Biotehniška fakulteta UL 
Escherichia coli 
DL102 
UPEC DL102 Po Gramu negativen sev, klinični 
sev 
Zbirka DL Skupine za 
molekularno genetiko, 





Po Gramu pozitiven sev; 
odpornost proti meticilinu, 
klinični sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 
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Po Gramu negativen sev; klinični 
sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 
Inštitut za mikrobiologijo in 
imunologijo, Medicinska 
fakulteta UL 
Escherichia coli E. coli (ESBL; 
klinični sev) 
Po Gramu negativen sev; 
izločanje beta laktamaz 
razširjenega spektra, klinični sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 








Po Gramu negativen sev; 
izločanje beta laktamaz 
razširjenega spektra, klinični sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 





VRE (klinični sev) Po Gramu negativen sev; 
odpornost proti vankomicinu, 
klinični sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 







Po Gramu negativen sev; 
odpornost proti karbapenemom, 
klinični sev 
Zbirka Laboratorija za 
bakteriološko diagnostiko, 
Inštitut za mikrobiologijo in 
imunologijo, Medicinska 
fakulteta UL 
Bakterijski sevi, ki so bili izolirani iz okoljskih vzorcev 
Serratia 
marcescens  
EXB V 15 
S. marcescens Po Gramu negativen sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 




P. rettgeri Po Gramu negativen sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
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M. morganii Po Gramu negativen sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
Staphylococcus 
aureus  
EXB V 110 
S. aureus Po Gramu pozitiven sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
Staphylococcus 
saprophyticus 
EXB V 56 
S. saprophyticus Po Gramu pozitiven sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
Enterobacter sp. 
EXB V 11 
Enterobacter sp. Po Gramu pozitiven sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 




K. pneumoniae Po Gramu negativen sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
Proteus mirabilis 
JM80 
P. mirabilis Po Gramu negativen sev; okoljski 
izolat 
Mikrobiološka zbirka Ex, 
Biotehniška fakulteta UL 
 
3.2.6 Gojišča 
Pri proučevanju protimikrobnega učinka pripravkov iz AM smo uporabili tekoča in trdna 
gojišča.  
 
3.2.6.1 Gojišča Luria-Bertani 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) smo pripravili tako, da smo zmešali 25 g gojišča LB v 
prahu in 1000 ml destilirane vode. Trdni agar LB smo pripravili tako, da smo zmešali 25 g 
gojišča LB v prahu, 15 g agarja in 1000 ml destilirane vode. Vsa gojišča smo avtoklavirali  
15 minut pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. 
 
3.2.6.2 Gojišča Mueller-Hinton 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) smo pripravili tako, da smo zmešali 21 g gojišča Mueller-
Hinton v prahu in 1000 ml destilirane vode. Trdni agar Mueller-Hinton smo pripravili tako, 
da smo zmešali 21 g gojišča Mueller-Hinton v prahu, 15 g agarja in 1000 ml destilirane vode. 
Mehki agar Mueller-Hinton smo pripravili tako, da smo zmešali 21 g gojišča Mueller-Hinton 
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v prahu, 6 g agarja in 1000 ml destilirane vode. Vsa gojišča smo avtoklavirali 15 minut pri  
121 °C in tlaku 1,1 bar. 
 
3.3 Analize protirakavega delovanja amnijske membrane 
3.3.1 Vzpostavitev konstruktov celic T24 na nosilcih iz amnijske membrane 
AM smo najprej ločili od horiona in jo sprali s sterilnim PBS. Nato smo s skalpelom 
odstranili vse predele AM, kjer so bili še vidni ostanki krvi ali lipidnih depozitov in AM 
razrezali na kose (33–105 cm), ki smo jih shranili pri –80 °C v mediju za krioshranjevanje 
(Preglednica 11).  
 
Koščke AM smo odmrznili na sobni temperaturi in jih spirali trikrat po 5 minut v PBS ter 
nato še trikrat po 5 minut v hranilnem mediju za celice T24. Nato smo koščke AM vpeli v 
obročaste nosilce (Scaffdex), ki so v premeru merili 1,4 cm2 ali 2,6 cm2, pri čemer smo AM 
orientirali z epitelijem navzgor (nosilec eAM) ali s stromalno stranjo navzgor (nosilec sAM). 
Za pripravo nosilcev dAM smo AM vpeli v nosilec z epitelijem navzgor in nato odstranili 
AEC z nosilca. Deepitelizacijo smo izvedli z inkubacijo nosilcev v termolizinu (15–22 minut 
pri 37 °C), ki smo ga redčili v razmerju 1:50 v PBS. Po inkubaciji smo nosilce dAM sprali s 
PBS in jih 15 minut inkubirali na stresalniku, da smo odstranili preostanek AEC. 
 
Za pripravo konstruktov smo celice T24 nasadili z nasaditveno gostoto 5104 celic/cm2 na 
nosilce eAM, dAM in sAM ter na sintetične nosilce (s premerom por 0,4 µm), ki so služili 
kot kontrole. Konstrukte smo nato gojili 3 tedne pri 37 °C in 5 % CO2, pri čemer smo hranilni 
medij zamenjali trikrat tedensko. 
 
3.3.1.1 Označevanje celic T24 z lipofilnim barvilom DiI 
Konfluentni kulturi celic T24 smo dodali encim TrypLE Select, zaradi katerega so se celice 
po nekajminutni inkubaciji pri 37 °C in 5 % CO2 odlepile od podlage. Nato smo celicam T24 
dodali hranilni medij, da smo inaktivirali encim ter celično suspenzijo centrifugirali 5 minut 
pri pospešku 200 × g. Po centrifugiranju smo supernatant odstranili in celice T24 
resuspendirali v hranilnem mediju. Celični suspenziji smo dodali tripansko modrilo in prešteli 
število živih in mrtvih celic s pomočjo hemocitometra. Nato smo pripravili celično 
suspenzijo, v kateri je bilo 1×106 celic/ml ter dodali 2,5 µl lipofilnega barvila DiI/ml celične 
suspenzije. Celično suspenzijo smo nato inkubirali 30 minut pri 37 °C, v temi. Nato smo 
odstranili odvečno barvilo tako, da smo celično suspenzijo centrifugirali 5 minut pri 200 × g, 
odstranili supernatant, celice resuspendirali v hranilnem mediju in jih inkubirali pri sobni 
temperaturi 5 minut. Ta postopek smo ponovili trikrat, nato smo celice T24 nasadili na 
nosilce iz AM z nasaditveno gostoto 5104 celic/cm2. 
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3.3.2 Priprava homogenata amnijske membrane 
AM smo ločili od horiona in jo sprali s sterilnim PBS. Potem smo s skalpelom odstranili vse 
predele AM, kjer so bili še vidni ostanki krvi ali lipidnih depozitov, jo razrezali na kose 
velikosti 3×3–5×5 cm, kose prenesli v sterilno centrifugirko z vtisnjeno graduacijo in izmerili 
volumen. Nato smo v centrifugirko dodali ustrezen volumen hranilnega medija, pri čemer 
smo upoštevali razmerje 1 delež kosov AM in 3 deleži hranilnega medija za pripravo 
homogenata AM (Preglednica 12). Kose AM smo skupaj s hranilnim medijem prenesli v 
homogenizator (Russell Hobbs, 600 W) in vzorce homogenizirali 3 do 5 minut. Potem smo 
homogenat filtrirali skozi najlonski filter s premerom por 0,5–1 mm. Tako pripravljeni 
homogenat smo v sterilnih centrifugirkah do uporabe shranili pri –80 °C. 
 
3.3.2.1 Spremljanje vpliva homogenata amnijske membrane na preraščenost celic T24 in 
delno diferenciranih ter diferenciranih normalnih prašičjih urotelijskih celic 
Z namenom, da bi preverili, kako homogenat AM vpliva na preraščenost različnih celic, smo 
najprej vzpostavili kulturi celic T24 in ddNPU, ki smo jih gojili v ustreznih hranilnih medijih 
en teden pri 37 °C in 5 % CO2 ter kulturo celic dNPU, ki smo jih gojili v ustreznih hranilnih 
medijih 4 tedne pri 37 °C in 5 % CO2. Nato smo konfluentne kulture tretirali 7 dni s 
homogenatom AM, pri čemer smo preraščenost kultur spremljali s slikanjem s 
faznokontrastnim mikroskopom (Nikon) 0., 1., 2., 3. in 7. dan poskusa. Homogenatu AM smo 
pred nanosom na celice dodali ustezen volumen FBS (končna koncentracija 5 % za celice 
T24 ali 2,5 % za celice ddNPU) ali CaCl2 (2,5 mM za celice ddNPU). Kulture smo nato gojili 
v ustreznem hranilnem mediju nadaljnje tri tedne, pri čemer smo preraščenost nosilcev 
spremljali s slikanjem s faznokontrastnim mikroskopom 14., 21. in 28. dan poskusa (Slika 5). 
Kulturam smo zamenjali homogenat AM ali hranilni medij vsak dan po slikanju in na dva do 
tri dni tekom gojenja. Pred vsakim slikanjem smo kulture najprej trikrat močno sprali s 
hranilnim medijem in nato vsako kulturo slikali s faznokontrastnim mikroskopom pri 10-
kratni povečavi na petih naključnih mestih. Slike smo nato analizirali s pomočjo programske 
opreme ImageJ 1.47t (Wayne Rasband, National Institutes of Health, ZDA) in izračunali 
preraščenost nosilcev. 
 
Da bi ovrednotili vpliv homogenata kAM na pritrjanje celic T24 na podlago, smo celice T24 
nasadili na sintetične nosilce v homogenatu AM ali v hranilnem mediju in jih potem 
nadaljnjih 7 dni gojili v homogenatu AM ali v hranilnem mediju. Pri tem smo spremljali 
preraščenost nosilcev s slikanjem s faznokontrastnim mikroskopom 1., 2., 3., in 7. dan 
poskusa, slike analizirali s programsko opremo ImageJ ter izračunali preraščenost nosilcev. 
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3.3.3 Izolacija celic iz amnijske membrane 
AM smo najprej ločili od horiona in jo sprali z raztopino za spiranje AM (Poglavje 3.2.4.3.1), 
ki je mešanica fiziološke raztopine in penicilina, streptomicina ter amfotericin B. Nato smo s 
skalpelom odstranili lipidne plake in ostanke krvi.  
 
3.3.3.1 Izolacija amnijskih epitelijskih celic 
AM smo narezali na kose (15×15 cm) in jih sterilizirali s spiranjem v sterilizacijski raztopini, 
ki je vsebovala penicilin, streptomicin, amfotericin B in cefamezin. Nato smo kose AM 
inkubirali 10 minut pri 37 °C v raztopini I, ki je vsebovala PBS, EDTA, penicilin in 
streptomicin. Potem smo kose AM prenesli v novo mešanico tripsin-EDTA (1×) ter jih 
inkubirali 10 minut pri 37 °C, jih sprali v PBS in nato zopet 10 minut pri 37 °C inkubirali v 
mešanici tripsin-EDTA (1×). Nato smo vzorec centrifugirali 10 minut pri 300 g in filtrirali 
supernatant skozi filter s premerom por 70 μm, ga ponovno centrifugirali (10 minut pri  
300 g), prešteli AEC in jih nasadili z nasaditveno gostoto 1,2×105 celic/cm2 v hranilnem 
mediju, ki vseboval naslednje sestavine: DMEM/F12, FBS, L-glutamin, epidermalni rastni 
dejavnik, penicilin in streptomicin (Preglednica 8). Za nadaljnje poskuse smo AEC do 
uporabe shranili v tekočem dušiku v mediju za krioshranjevanje, ki je bil sestavljen iz 
mešanice DMSO in FBS (v razmerju 1:9). Nadaljnje pasaže so bile nasajene z nasaditveno 
gostoto 4×104 celic/cm2. 
 
3.3.3.2 Izolacija amnijskih mezenhimskih stromalnih celic 
AM smo razrezali na kose (3×3 cm) in jih sterilizirali s spiranjem v sterilizacijski raztopini, 
ki je vsebovala penicilin, streptomicin, amfotericin B in cefamezin. Nato smo koščke AM 
inkubirali 9 minut v raztopini II. Potem smo koščke inkubirali dve uri in pol do tri ure v 
raztopini III. Z namenom, da bi odstranili AEC, smo AM centrifugirali (3 minute pri 150 g) 
in nato filtrirali supernatant skozi filter s premerom por 70 μm in nato skozi filter s premerom 
por 100 μm. Potem smo prešteli AMSC v filtratu in jih nasadili z nasaditveno gostoto  
1×104 celic/cm2 ter jih gojili pri 37 °C in 5 % CO2 v hranilnem mediju, ki je vseboval 
naslednje sestavine: DMEM, FBS, L-glutamin, penicilin, streptomicin (Preglednica 9). Za 
nadaljnje poskuse smo AMSC do uporabe shranili v tekočem dušiku v mediju za 
krioshranjevanje, ki je bil sestavljen iz mešanice DMSO in FBS (v razmerju 1:9). 
 
3.3.3.3 Vzpostavitev kokultur celic T24 in AEC ter AMSC 
Drugo pasažo celic AEC in AMSC smo odmrznili in jih nasadili z nasaditveno gostoto 
3,12×104 celic/cm2 in 1,25×105 celic/cm2 na sintetične nosilce ter jih 24 ur gojili v hranilnem 
mediju, prilagojenem za gojenje celic T24 (Preglednica 5). Nato smo naslednji dan nasadili 
celice T24 z nasaditveno gostoto 3,12×104 celic/cm2 na sintetične nosilce, na katere smo 
prejšnji dan nasadili AEC in AMSC. Poleg tega smo nasadili tudi monokulture celic AEC, 
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AMSC in T24 z nasaditveno gostoto 3,12×104 celic/cm2, ki so služile kot kontrole. Vzorce 
smo nato gojili 72 ur pri 37 °C in 5 % CO2 ter jih nato uporabili za analizo ultrastrukture z 
vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo (Slika 6). 
 
3.3.4 Analiza proliferacije celic T24 s kompletom reagentov Click-it Plus EdU Alexa 
Fluor 488 Imaging Kit 
Proliferacijo celic T24, ki so rastle na nosilcih iz AM ali so bile tretirane s homogenatom 
AM, smo analizirali z uporabo kompleta reagentov Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 
Imaging Kit. Vzorce smo 24 ur pred analizo proliferacije inkubirali v hranilnem mediju z 
dodatkom 5-etinil-2’-deoksiuridina (EdU; 10 μM). Po 24 urah smo vzorce fiksirali v 4 % 
formaldehidu v PBS 15 minut pri sobni temperaturi in jih nato trikrat sprali s 3 % BSA v PBS 
in celice permeabilizirali tako, da smo jih pri sobni temperaturi 20 minut inkubirali v 0,5 % 
raztopini Triton X-100 v PBS. Potem smo vzorce zopet trikrat sprali s 3 % BSA v PBS. Za 
fluorescenčno označevanje proliferirajočih celic T24 smo na celice nanesli reakcijski pufer in 
vzorce 30 minut inkubirali pri sobni temperaturi v temi. Nato smo vzorce trikrat sprali s 3 % 
govejim serumskim albuminom v PBS in na vzorce nanesli vklopno sredstvo Vectashield s 
fluorescenčnim barvilom DAPI, ki zaradi vezave na DNA obarva jedra celic modre barve. 
Preparate smo pregledali in slikali s fluorescenčnim mikroskopom AxioImager.Z1 z 
dodatkom ApoTome. Za vsak vzorec smo zajeli 10 slik in določili število proliferirajočih 
celic s pomočjo programske opreme ImageJ. Sestava in priprava posameznih raztopin sta 
opisani v Poglavju 3.2.4.5. 
 
3.3.5 Analiza proliferacije celic T24 s pomočjo inkorporacije [3H]-timidina 
Najprej smo nasadili celice AEC, AMSC in CFPAC-1 z nasaditveno gostoto  
1×104 celic/prekat in 4×104 celic/prekat na 96-prekatne petrijevke z ravnim dnom v 
hranilnem mediju RPMI (Preglednica 10). Nato smo celice obsevali z gama sevanjem  
(30 Gy), da smo zaustavili njihovo proliferacijo. Po 24 urah gojenja smo vzpostavili 
kokulture tako, da smo nasadili celice T24 z nasaditveno gostoto 1×104 celic/prekat v prekate, 
v katere smo prejšnji dan nasadili celice AEC, AMSC in CFPAC-1. Poleg tega smo nasadili 
tudi monokulturo celic T24 z nasaditveno gostoto 1×104 celic/prekat, ki je služila kot 
kontrolni vzorec. Nato smo spremljali proliferacijo celic T24 po 24 in 48 urah v kokulturi ali 
monokulturi, in sicer tako, da smo kulturi dodali [3H]-timidin (1 μCi/prekat) 16 do 18 ur pred 
analizo. Nato smo s pomočjo scintilacijskega detektorja in merilca luminescence izmerili 
količino timidina v celicah T24 ter na podlagi tega podatka ovrednotili proliferacijo. 
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3.3.6 Priprava preparatov za svetlobno mikroskopijo 
3.3.6.1 Priprava parafinskih rezin 
Parafinske rezine smo pripravili tako, da smo vzorce najprej fiksirali v 4 % formaldehidu v 
PBS preko noči pri 4 °C. Nato smo vzorce spirali trikrat po 30 minut v PBS pri sobni 
temperature. Sledila je dehidracija v vrsti alkoholov, in sicer 15 minut v 50 % etanolu,  
15 minut v 70 % etanolu, 15 minut v 90 % etanolu in dvakrat 15 minut v 100 % etanolu. 
Potem smo vzorce inkubirali 15 minut v mešanici etanola in ksilola 1, naslednjih 15 minut v 
mešanici etanola in ksilola 2 ter nato še 30 minut samo v ksilolu. Nato smo vzorce vklopili v 
tekoč parafin, ogret na 60 °C in jih po dveh urah prenesli v svež tekoč parafin ter jih 
inkubirali preko noči pri 60 °C. Naslednji dan smo pripravili parafinske bloke in s pomočjo 
mikrotoma narezali parafinske rezine (debeline 5 µm). Sestava in priprava posameznih 
raztopin sta opisani v Poglavju 3.2.4.6. 
 
3.3.6.1.1 Barvanje hematoksilin eosin 
Parafinske rezine smo najprej deparafinizirali in nato hidrirali tako, da smo jih najprej 
inkubirali dvakrat 5 minut v ksilolu in nato po 5 minut v 100 % etanolu, 90 % etanolu, 70 % 
etanolu in nato v destilirani vodi. Potem smo vzorce inkubirali 15 sekund v Mayerjevi 
raztopini hematoksilina, jih sprali z destilirano vodo in jih nato še eno minuto spirali pod 
tekočo vodo. Sledila je dvominutna inkubacija v eozinu. Na koncu smo vzorce dehidrirali z 
inkubacijo v 90 % etanolu (dvakrat po eno minuti) in 100 % etanolu (dvakrat po eno minuti) 
ter s 5-minutno inkubacijo v ksilolu. Vzorcem smo nato dodali kapljico vklopnega medija 
Entellan new in jih pokrili s krovnim stekelcem. 
 
3.3.6.1.2 Reakcija PAS 
Parafinske rezine smo najprej deparafinizirali in hidrirali, tako da smo jih inkubirali v ksilolu 
(dvakrat 5 minut) in nato po 5 minut v 100 % etanolu, 90 % etanolu, 70 % etanolu ter 
destilirani vodi. Nato smo vzorce pet minut tretirali s perjodovo kislino H5IO6 (0,5 %), jih 
sprali v destilirani vodi in jih nato 30 minut inkubirali v Schiffovem reagentu pri 4 °C. 
Sledilo je spiranje vzorcev v destilirani vodi in 20-sekundno barvanje v hematoksilinu. Potem 
smo vzorce zopet dehidrirali tako, da smo jih inkubirali dvakrat po eno minuto v 90 % 
etanolu in 100 % etanolu ter 5 minut v ksilolu. Na koncu smo na vzorce nanesli kapljico 
vklopnega medija Entellan new in jih pokrili s krovnim stekelcem. 
 
3.3.6.1.3 Fluorescenčno imunooznačevanje proteinov 
3.3.6.1.3.1 Fluorescenčno imunooznačevanje proteinov na parafinskih rezinah  
Parafinske rezine smo najprej deparafinizirali in hidrirali, in sicer smo jih inkubirali dvakrat 
po 5 minut v ksilolu ter po 5 minut v 100 % etanolu, 90 % etanolu, 70 % etanolu in destilirani 
vodi. Nato smo jih 15 minut segrevali v citratnem pufru (Poglavje 3.2.4.7) v mikrovalovni 
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pečici pri 600 W, pri čemer smo vsakih 5 minut dodali destilirano vodo. Potem smo vzorcem 
ponovno dodali destilirano vodo in počakali, da se ohladijo. Sledila je enourna inkubacija v  
3 % BSA v PBS pri sobni temperaturi. Nato smo vzorce inkubirali preko noči pri 4 °C v 
raztopini zajčjega primarnega protitelesa proti kolagenu IV (Abcam; kataloška številka 
ab6586; redčeno v razmerju 1:200 v 1 % BSA v PBS) ali zajčjega primarnega protitelesa 
proti N-kadherinu (Abcam; kataloška številka ab18203; redčeno v razmerju 1:100 v 1 % BSA 
v PBS). Naslednji dan smo vzorce najprej spirali trikrat po 5 minut in dvakrat po 10 minut v 
PBS ter jih nato 90 minut inkubirali v raztopini kozjih sekundarnih protiteles proti zajčjim 
antigenom (konjugiranih z AlexaFluor 488 ali AlexaFluor 555) in 1 % BSA v PBS (v 
razmerju 1:400). Potem smo vzorce spirali trikrat po pet minut in dvakrat po deset minut v 
PBS, nanesli kapljico vklopnega sredstva Vectashield s fluorescenčnim barvilom DAPI ter jih 
pokrili s krovnim stekelcem. Vzorce smo nato pregledali in slikali s fluorescenčnim 
mikroskopom Eclipse TE300 (Nikon) ali s fluorescenčnim mikroskopom AxioImager.Z1 z 
dodatkom Apotome (Zeiss).  
 
3.3.6.1.3.2 Fluorescenčno imunooznačevanje proteinov celic, rastočih na nosilcih iz 
amnijske membrane in na sintetičnih nosilcih 
Konstrukte celic T24 na nosilcih iz AM ali na sintetičnih nosilcih smo najprej fiksirali  
20 minut v 100 % etanolu, ohlajenem na –20 °C in jih nato spirali trikrat po 5 minut v PBS. 
Nato smo jih eno uro inkubirali v 3 % BSA v PBS. Po blokadi smo vzorce inkubirali v 
raztopini zajčjih primarnih protiteles proti N-kadherinu (Abcam; kataloška številka ab18203; 
redčeno v razmerju 1:100 v 1 % BSA v PBS) pri 4 °C preko noči. Naslednji dan smo vzorce 
najprej spirali trikrat po 5 minut in dvakrat po 10 minut v PBS in jih nato 90 minut inkubirali 
v raztopini kozjih sekundarnih protiteles proti zajčjim antigenom (konjugiranih z AlexaFluor 
488 ali AlexaFluor 555) in 1 % BSA v PBS (v razmerju 1:400). Nato smo vzorce ponovno 
spirali trikrat po 5 minut in dvakrat po 10 minut v PBS, jih prenesli na objektna stekelca, 
nanje dodali kapljico vklopnega sredstva Vectashield s fluorescenčnim barvilom DAPI in jih 
pokrili s krovnim stekelcem. Vzorce smo nato pregledali in slikali s fluorescenčnim 
mikroskopom AxioImager.Z1 z dodatkom Apotome (Zeiss). 
 
3.3.7 Priprava preparatov za elektronsko mikroskopijo 
3.3.7.1 Priprava vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo 
Vzorce za presevno elektronsko mikroskopijo smo 3 ure inkubirali v fiksativu pri 4 °C in jih 
nato spirali preko noči v 0,1 M kakodilatnem pufru. Naslednji dan smo vzorce 1 uro 
inkubirali v 2 % osmijevem tetraoksidu pri sobni temperaturi, v temi. Sledila je enourna 
inkubacija v 2 % uranil acetatu v destilirani vodi pri sobni temperaturi, v temi. Vzorce smo 
nato sprali v destilirani vodi in jih dehidrirali v vrsti alkoholov z naraščujočimi 
koncentracijami, in sicer po 15 minut v 50 % etanolu in 70 % etanolu, 30 minut v 90 % 
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etanolu in dvakrat po 30 minut v 100 % etanolu. Sledilo je enourno prepajanje vzorcev v 
mešanici etanola (100 %) in umetne smole Epon (razmerje 1:1) pri sobni temperaturi. Nato 
smo vzorce inkubirali trikrat po 10 minut in enkrat po 30 minut v samem Eponu in jih potem 
polimerizirali v termostatu naslednjih pet dni. V termostatu je bila temperatura prvih 24 ur 
35 °C, naslednjih 24 ur 45 °C, naslednjih 24 ur 60 °C, naslednjih 24 ur 70 °C in zadnjih 24 ur 
80 °C. Z ultramikrotomom smo nato najprej narezali poltanke rezine (debeline 1 µm), ki smo 
jih obarvali s toluidinskim modrilom in pregledali ter slikali s svetlobnim mikroskopom. Nato 
smo narezali ultratanke rezine (debeline 50–65 nm), jih prenesli na bakterene mrežice in jih 
kontrastirali pri sobni temperaturi z nasičeno raztopino uranil acetata (20 minut), jih sprali v 
bidestilirani vodi in jih nato inkubirali v 10 % raztopini svinčevega citrata (10 minut). Vzorce 
smo nato pregledali in slikali s presevnim elektronskim mikroskopom (Philips CM100) pri 
pospeševalni napetosti 80 kV.  
 
3.3.7.2 Priprava vzorcev za vrstično elektronsko mikroskopijo 
Vzorce za vrstično elektronsko mikroskopijo smo 3 ure inkubirali v fiksativu pri 4 °C, nato 
pa smo jih spirali preko noči v 0,2 M kakodilatnem pufru. Naslednji dan smo vzorce 2 uri 
inkubirali v 1 % osmijevem tetraoksidu v 0,2 M kakodilatnem pufru v temi, pri sobni 
temperaturi. Nato smo vzorce trikrat po 30 minut spirali v 0,2 M kakodilatnem pufru, čemur 
je sledila dehidracija v vrsti alkoholov z naraščujočimi koncentracijami. Natančneje, vzorce 
smo inkubirali po 20 minut v 30 % etanolu, 50 % etanolu, 70 % etanolu, 90 % etanolu in 
dvakrat po 20 minut v 100 % etanolu. Potem smo vzorce inkubirali dvakrat po 20 minut v 
100 % acetonu, 20 minut v mešanici acetona (100 %) in heksametildisilazana (HMDS; v 
razmerju 1:1) ter dvakrat po 20 minut v samem HMDS. Vzorci, prekriti s HMDS so se preko 
noči sušili v digestoriju, nato pa smo naslednji dan osušene vzorce prilepili na kovinske 
nosilce in jih s pomočjo aparature za napraševanje kovin prekrili s tanko plastjo zlata. 
Preparate smo pregledali in slikali z vrstičnim elektronskim mikroskopom Tescan Vega 3 pri 
20 kV ali 30 kV pospeševalne napetosti.  
 
3.3.8 Želatinska cimografija 
Z uporabo želatinske cimografije smo dokazali prisotnost matričnih metaloproteinaz (MMP), 
ki so jih v hranilni medij, ki je vseboval 5 % FBS, izločile celice T24, rastoče na nosilcih iz 
AM in na sintetičnem nosilcu. Najprej smo celice T24 nasadili na nosilce iz AM in na 
sintetične nosilce, ki smo jih 3 tedne gojili pri 37 °C in 5 % CO2, pri čemer smo jim na dva 
do tri dni menjali hranilni medij. Hkrati smo zbirali hranilni medij 1., 7. in 21. dan gojenja, 
pri čemer smo celicam zamenjali sveži hranilni medij 24 ur pred zbiranjem. Hranilni medij 
smo nato centrifugirali 10 minut pri 200 g in 4 °C ter shranili supernatant pri –80 °C. Kot 
kontrolne vzorce smo uporabili: 1) hranilni medij, ki je vseboval 5 % FBS, 2) nosilce eAM, 
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dAM in sAM brez nasajenih celic T24, 3) aktivno obliko MMP-2 ter 4) pro- in aktivno obliko 
MMP-9. 
 
Po odmrznitvi, smo vzorcem izmerili količino proteinov z metodo BCA (angl. bicinchoninic 
acid protein assay). Natančneje, najprej smo v skladu z navodili proizvajalca pripravili 
reakcijsko mešanico in jo dodali vzorcu, ki smo ga z destilirano vodo 10-krat in 20-krat 
redčili. Nato smo vzorce inkubirali 30 minut pri 37 °C in izmerili absorbanco pri valovni 
dolžini 562 nm. Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili BSA (1 µg/µl, 4 µg/µl,  
5 µg/µl, 10 µg/µl). Nato smo na podlagi umeritvene krivulje izračunali volumen vzorcev, ki 
je potreben za nanos 3 µg/µl proteinov in 10 ng/µl standardnih vzorcev MMP-2 in MMP-9. 
Vzorce smo pripravili za nanos na gel tako, da smo jim dodali nanašalni pufer in jih pred 
nanosom inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi ali jih do uporabe zamrznili pri –80 °C.  
 
Vzorce smo nato nanesli na 10 % poliakrilamidni gel, ki je vseboval 0,1 % želatino. 
Elektroforeza je potekala pri 4 °C v elektroforeznem pufru, sprva pri 60 V (približno  
20 minut), nato pa pri 125 V do skupno 90 minut. Nato smo gele sprali z destilirano vodo in 
jih inkubirali dvakrat po 30 minut na stresalniku (50 obratov/minuto) pri sobni temperaturi, v 
pufru za renaturacijo proteinov. Potem smo gele inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi na 
stresalniku (50 obratov/minuto), v razvijalnem pufru. Nato smo gele prestavili v svež 
razvijalni pufer in jih inkubirali nadaljnjih 22 ur pri 37 °C, brez stresanja. Naslednji dan smo 
gele sprali z destilirano vodo in jih inkubirali 2 uri na stresalniku (50 obratov/minuto) pri 
sobni temperaturi v pufru za barvanje. Potem smo gele zopet sprali z destilirano vodo in jih 
inkubirali 10 minut na stresalniku (50 obratov/minuto) pri sobni temperaturi, v pufru za 
razbarvanje166. Gele smo nato slikali z digitalnim fotoaparatom. Natančna sestava in priprava 
posameznih pufrov sta opisani v Poglavju 3.2.4.8. 
 
3.4 Analize protimikrobnega delovanja amnijske membrane 
3.4.1 Priprava koščkov amnijske membrane 
Po odvzemu smo ločili amnijsko membrano od horiona in jo sprali s sterilnim PBS. Potem 
smo s skalpelom odstranili vse predele AM, kjer so bili še vidni ostanki krvi ali lipidnih 
depozitov in AM razrezali na kose velikosti 1×1 cm. AM smo nato shranili v PBS pri 4 °C do 
največ 24 ur pred uporabo (koščki sveže AM; koščki svAM) ali jih zamrznili pri –80 °C za en 
teden (koščki krioshranjene AM; koščki kAM). Vsi krioshranjeni vzorci so bili samo enkrat 
zamrznjeni oz. odmrznjeni93.  
 
3.4.2 Priprava homogenata amnijske membrane  
Najprej smo ločili amnijsko membrano od horiona, jo sprali s sterilnim PBS in s skalpelom 
odstranili vse predele AM, kjer so bili še vidni ostanki krvi ali lipidnih depozitov. Nato smo 
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AM razrezali na kose velikosti 3×3 do 5×5 cm, slednje prenesli v v sterilno centrifugirko z 
vtisnjeno graduacijo in izmerili volumen. Nato smo v centrifugirko dodali ustrezen volumen 
sterilnega PBS, in sicer v razmerju 1 delež kosov AM in 3 deleži sterilnega PBS. Oboje smo 
nato prenesli v homogenizator (Russell Hobbs, 600 W), vzorce homogenizirali 3–5 minut in 
nato homogenat filtrirali skozi najlonski filter s premerom por 0,5–1 mm. Tako pripravljeni 
homogenat AM smo uporabili pri difuzijski metodi s homogenatom AM na mehkem agarju. 
Homogenat AM, ki smo ga uporabili pri testiranju protimikrobnega učinka AM na celičnih 
kulturah, smo pripravili v hranilnem mediju (Preglednica 12), namesto v PBS. Homogenat 
smo nato shranili v sterilnih centrifugirkah pri 4 °C do največ 24 ur pred uporabo (t. i. sveži 
homogenat AM) ali pri –80 °C za 1 teden ali 10 tednov pred uporabo ali pri  
–20 °C za deset tednov pred uporabo (t.i. krioshranjeni homogenat AM). Tako pripravljene 
homogenate smo označili kot a) homogenat svAM, b) homogenat kAM (1 teden pri –80 °C), 
c) homogenat kAM (10 tednov pri –80 °C) in d) homogenat kAM (10 tednov pri –20 °C). 
 
3.4.3 Difuzijska metoda s koščkom amnijske membrane v mehkem agarju 
Bakterijske kulture smo nacepili v tekoče gojišče LB ali Mueller-Hinton in vzorce inkubirali 
preko noči pri 35–37 °C s stresanjem (180 obratov/minuto). Na trdni agar Mueller-Hinton 
smo položili košček svAM ali kAM. Nato smo mehki agar Mueller-Hinton raztopili s 
kuhanjem pri 100 °C (15 minut) in ga ohladili na temperaturo 48 °C v termobloku. Potem 
smo mehki agar Mueller-Hinton inokulirali s 100 µl prekonočne kulture in ga razlili po 
trdnem agarju Mueller-Hinton, na katerem je bil položen košček AM. Po 18–24 urah 
inkubacije agarnih plošč pri 35–37 °C, smo jih fotografirali in izmerili cone protimikrobnega 
učinka okrog koščkov AM (Slika 7). 
 
3.4.4 Difuzijska metoda s homogenatom amnijske membrane na mehkem agarju 
Bakterijske kulture smo nacepili v tekoče gojišče Luria-Bertani ali Mueller-Hinton in vzorce 
inkubirali preko noči pri 35–37 °C s stresanjem (180 obratov/minuto). Mehki agar Mueller-
Hinton smo raztopili s kuhanjem pri 100 °C (15 minut) in ga ohladili na temperaturo 48 °C v 
termobloku. Nato smo mehki agar inokulirali s 100 µl prekonočne kulture in ga razlili po 
trdnem agarju Mueller-Hinton. Po 15-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo na mehki 
agar nanesli tri nanose po 5 µl in tri nanose po 10 µl homogenatov svAM, kAM (1 teden pri  
–80 °C), kAM (10 tednov pri –80 °C) in kAM (10 tednov pri –20 °C). Nato smo plošče 
inkubirali 18–24 ur pri 35–37 °C, jih potem fotografirali in izmerili cone protimikrobnega 
učinka okrog mesta nanosa izbranega homogenata (Slika 7). 
 
3.4.4.1 Difuzijska metoda z antibiotiki na mehkem agarju 
Z namenom, da bi primerjali protimikrobni učinek homogenatov AM s protimikrobnim 
učinkom antibiotikov, smo bakterijsko kulturo MRSA nacepili v tekoče gojišče  
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Mueller-Hinton in vzorce inkubirali preko noči pri 35–37 °C s stresanjem  
(180 obratov/minuto). Nato smo po postopku, opisanem v Poglavju 3.4.4, pripravili plošče z 
mehkim agarjem, ki je bil inokuliran z bakterijsko kulturo MRSA. Na mehki agar smo 
nanesli antibiotične diske, ki so vsebovali antibiotike trimetoprim/ sulfametoksazol, 
klindamicin, eritromicin, cefoksitin, penicilin in linezolid in plošče inkubirali 18–24 ur pri 
35–37 °C, jih potem fotografirali in izmerili cone protimikrobnega učinka okrog mesta 
nanosa izbranega homogenata (Slika 7). 
 
3.4.5 Testiranje protimikrobnega učinka homogenata kAM na modelih normalnega in 
rakavo spremenjenega urotelija in vitro 
Da bi vzpostavili modele normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro, smo celice 
NPU nasadili z nasaditveno gostoto 1×105 celic/cm2 na sintetične nosilce na 12-prekatne 
petrijevke in jih naprej gojili en teden v hranilnem mediju, prilagojenem za rast celic ddNPU 
in nato nadaljnje tri tedne v hranilnem mediju, prilagojenem za rast celic dNPU  
(Preglednica 7). Rakave urotelijske celice smo nasadili z nasaditveno gostoto 5×104 celic/cm2 
na sintetične nosilce na 12-prekatne petrijevke in jih gojili en teden v hranilnem mediju, 
prilagojenem za celice T24 (Preglednica 5). Gojenje celičnih kultur je potekalo pri 35–37 °C 
in 5 % CO2.  
 
Potem smo celične kulture tri ure inkubirali pri 35–37 °C v a) hranilnem mediju, 
inokuliranim z MRSA (20 μl prekonočne kulture), b) homogenatu kAM, inokuliranim z 
MRSA (20 μl prekonočne kulture), c) homogenatu kAM in d) hranilnem mediju (Slika 8). 
Homogenatu AM smo pred nanosom na celice dodali ustezen volumen FBS (končna 
koncentracija 10 % za celice T24) ali CaCl2 (2,5 mM za celice ddNPU). V poskusih smo 
uporabili homogenat kAM, ki je bil od 1–10 tednov krioshranjen pri –80 °C. Vsi homogenati 
kAM so šli le skozi en cikel zamrzovanja in odmrzovanja. Po inkubaciji smo kvantificirali 
število bakterij v hranilnem mediju ali homogenatu kAM z metodo štetja kolonij na trdnem 
gojišču. 
 
3.4.5.1 Kvantifikacija števila bakterij 
Najprej smo pripravili redčitveno vrsto bakterijskih kultur, pri čemer smo uporabili fiziološko 
raztopino (0,9 % NaCl). Nato smo 100 μl vsake redčitve nanesli na trdno gojišče  
Mueller-Hinton, naredili razmaz s spatulo Drigalski in plošče inkubirali 16–24 ur pri  
3537 °C. Za vsako redčitev smo postopek izvedli v 3 tehničnih ponovitvah. Naslednji dan 
smo prešteli število kolonij in na podlagi tega izračunali število kolonij/ml (angl. colony 
forming units/ml; CFU/ml).  
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Z namenom, da bi kvantificirali tudi število bakterij, ki so se pritrdile na urotelijske celice ali 
endocitirale v urotelijske celice, smo hranilni medij ali homogenat kAM odstranili in nanesli 
raztopino 100 μl Triton X-100 (0,5 % v fiziološki raztopini) ter vzorce inkubirali pri sobni 
temperaturi 20 minut. Po inkubaciji smo celičnim kulturam dodali 900 μl ustreznega 
hranilnega medija, urotelijske celice postrgali s strgalom in pripravili redčitveno vrsto. Nato 
smo 100 μl vsake redčitve nanesli na trdno gojišče Mueller-Hinton, naredili razmaz s hokejko 
in plošče inkubirali 16–24 ur pri 3537 °C. Za vsako redčitev smo postopek izvedli v  
3 tehničnih ponovitvah. Da bi preverili, ali dodatek 0,5 % raztopine Triton X-100 vpliva na 
viabilnost bakterij (in s tem posredno na CFU/ml), smo inkubirali 500 μl prekonočne kulture 
MRSA s 500 μl fiziološke raztopine ali s 500 μl 0,5 % Triton X-100 pri sobni temperaturi  
20 minut in nato kvantificirali število bakterij v vzorcih z metodo štetja kolonij na trdnem 
gojišču167,168. 
 
3.4.5.2 Analiza viabilnosti urotelijskih celic 
Da bi analizirali viabilnost celic ddNPU in T24, smo najprej odstranili hranilni medij ali 
homogenat kAM ter dodali encim TrypLE Select, zaradi katerega so se celice po 
nekajminutni inkubaciji pri 37 °C in 5 % CO2 odlepile od podlage. Nato smo celicam dodali 
hranilni medij, da smo inaktivirali encim ter celično suspenzijo centrifugirali pri 200 g  
5 minut, odstranili supernatant, celice resuspendirali v hranilnem mediju, celični suspenziji 
dodali tripansko modrilo in prešteli število živih in mrtvih celic s pomočjo hemocitometra. 
Na podlagi števila živih in mrtvih celic smo nato določili odstotek viabilnih celic. 
 
3.4.5.3 Analiza ultrastrukture urotelijskih celic 
Z namenom, da bi analizirali ultrastrukturo sveže in krioshranjene AM ter normalnih in 
rakavo spremenjenih urotelijskih celic, smo vzorce fiksirali za vrstično in presevno 
elektronsko mikroskopijo, pri čemer smo sledili postopku, opisanem v poglavju 3.3.7.  
 
3.5 Statistična analiza 
Vsi podatki so predstavljeni v obliki povprečje ± standardna napaka. V Prilogi A je podano 
število neodvisnih poskusov, bioloških vzorcev in tehničnih ponovitev za vsako metodo. 
Statistično analizo smo izvedli z uporabo Studentovega t-testa in analizo variance (ANOVA), 
ki ji je sledil Tukeyjev post-hoc test. Vrednosti p<0,05 smo vrednotili kot statistično značilne. 
Vse statistične analize so bile izvedene s programsko opremo GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Software, Inc., ZDA). 
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4.1.1 Analiza ultrastrukture sveže in krioshranjene amnijske membrane 
Najprej smo analizirali ultrastrukturo svAM in kAM, ki smo jo uporabili za pripravo 
nosilcev, homogenatov, koščkov AM ali za izolacijo celic iz AM, katere smo uporabili pri 
analizi protirakavega in protimikrobnega delovanja AM (Slika 9). AM je sestavljena iz AEC, 
bazalne lamine in strome. Struktura apikalnih mikrovilov AEC je bila večinoma enotna, 
prihajalo pa je do nekaterih odstopanj v velikosti in obliki mikrovilov, poleg tega pa so bili v 
nekaterih primerih mikrovili razvejanih oblik ali so tvorili kroglaste izrastke (Slika 9A, C). 
AEC svAM so bile med seboj dobro povezane z dezmosomi in z bazalno lamino s 
hemidezmosomi (Slika 9C, D). Vlakna zunajceličnega matriksa so bila med seboj tesno 
prepletena (Slika 9B).  
 
Krioshranjevanje je vplivalo na ultrastrukturo AM na več ravneh, in sicer je prišlo do 
poškodb apikalne površine AEC, ponekod celo do luščenja AEC in izpostavitve spodaj ležeče 
bazalne lamine (Slika 9E). AEC so se sicer med sabo povezovale z dezmosomi in s podlago 
preko hemidezmosomov, struktura mikrovilov pa je bila večinoma enotna, vendar je pri 
določenih celicah prišlo do elongacije in aglutinacije mikrovilov (Slika 9G, H). Vlakna 
zunajceličnega matriksa so bila tesno prepletena, na določenih predelih pa je prišlo do 



















Železnik Ramuta T. Analiza učinka pripravkov iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice in uropatogene bakterije. 


































Slika 9. Ultrastruktura sveže (svAM) in krioshranjene amnijske membrane (kAM). Krioshranjevanje 
vpliva na ultrastrukturo AM. (A–D) Ultrastruktura koščka svAM. Amnijske epitelijske celice (AEC) so dobro 
povezane s sosednjimi celicami in bazalno lamino (A, C, D). Vlakna zunajceličnega matriksa so tesno 
prepletena (B; rdeče puščice). (E–H) Ultrastruktura koščka kAM. Apikalna plazmalema AEC je delno 
poškodovana, medtem ko so preostale AEC dobro povezane s sosednjimi celicami in bazalno lamino (E, G, H). 
Vlakna zunajceličnega matriksa se povezujejo v debelejše snope (F; bele puščice). Mikrovili AEC se med seboj 
povezujejo v skupke (A; glava puščice); izpostavljena bazalna lamina zaradi odstranjenih AEC (E; asterisk); 
dezmosomi, ki povezujejo AEC (D, H; rdeči okvirji). Črni okvirji predstavljajo 250 % povečave manjših črnih 
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okvirjev (C, G). Rezultate vrstične elektronske mikroskopije smo pridobili na podlagi 2 bioloških vzorcev 
svAM in 4 bioloških vzorcev kAM. Rezultate presevne elektronske mikroskopije smo pridobili na podlagi 2 
bioloških vzorcev svAM in 2 bioloških vzorcev kAM. Skupno smo izvedli 2–4 neodvisne poskuse za svAM in 
kAM. Za vsak biološki vzorec smo izvedli 1–2 tehnični ponovitvi. SEM – vrstična elektronska mikroskopija. 
TEM – presevna elektronska mikroskopija. Merilca: (A, E) 10 µm; (B, C, F, G) 5 µm; (D, H) 500 nm. 
 
4.2 Učinek nosilcev iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice 
4.2.1 Nosilci iz amnijske membrane zavirajo proliferacijo celic T24 
Z uporabo 5-etinil-2'-deoksiuridina, ki je analog timidina, smo spremljali proliferacijo celic 
T24, rastočih na nosilcih iz AM ter na sintetičnih nosilcih, in sicer 1., 2., 3. in 7. dan poskusa. 
Ugotovili smo, da so v primerjavi z rastjo celic T24 na sintetičnih nosilcih, vsi nosilci iz AM 
statistično značilno zavirali proliferacijo celic T24 1. in 2. dan poskusa, medtem ko sta 3. dan 
poskusa statistično značilno zavirala proliferacijo samo nosilca eAM in sAM ter 7. dan 
nosilca dAM in sAM (p<0,05; Preglednica 16, Slika 10A).  
 
V primerjavi s številom celic T24 na sintetičnih nosilcih, je bilo na nosilcih iz AM število 
celic T24 manjše vse dni poskusa. Izjemoma je bilo le število celic T24 na nosilcu sAM  
1. dan poskusa večje od števila celic T24 na sintetičnem nosilcu (Preglednica 16, Slika 10B). 
Število celic T24, rastočih na nosilcih iz AM je bilo statistično značilno manjše od števila 
celic, rastočih na sintetičnih nosilcih, 1. dan poskusa pri nosilcih eAM in gAM; 2. dan 
poskusa pri nosilcih eAM, 3. dan poskusa pri vseh nosilcih iz AM ter 7. dan poskusa pri 
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Preglednica 16. Analiza deleža proliferirajočih celic in števila celic T24, rastočih na nosilcih iz amnijske 
membrane ter na sintetičnih nosilcih. Nosilci iz AM zavirajo proliferacijo celic T24. V preglednici je prikazan 
delež proliferirajočih celic in število vseh celic na izbranem nosilcu 1., 2., 3. in 7. dan poskusa (povprečje ± SE). 
V poskusih smo uporabili 3 biološke vzorce AM, iz katerih smo pripravili nosilce eAM, dAM in sAM. Za vsak 
nosilec smo izvedli 3 neodvisne poskuse. Za vsak neodvisni poskus smo uporabili po en nosilec eAM, dAM, 
sAM in sintetični nosilec, ki smo ga v vsaki časovni točki slikali na 10 naključnih mestih.  
 
Proliferirajoče celice (% ± SE) 
 1. dan 2. dan 3. dan 7. dan 
eAM + T24 44,9 ± 7,9 58,1 ± 2,7 59,1 ± 6,0 31,4 ± 2,8 
dAM + T24 46,5 ± 6,9 75,7 ± 4,5 85,2 ± 1,0 7,3 ± 1,4 
sAM + T24 53,8 ± 3,1 72,1 ± 3,6 48,5 ± 2,1 63,0 ± 4,4 
Sintetični nosilec + T24 73,5 ± 1,4 95,8 ± 1,1 89,3 ± 2,3 33,9 ± 1,8 
Število celic ± SE 
 1. dan 2. dan 3. dan 7. dan 
eAM + T24 13,9 ± 4,1 47,8 ± 6,8  43,9 ± 10,2 102,7 ± 23,6 
dAM + T24 28,3 ± 6,7 91,7 ± 13,3 82,4 ± 18,7 166,7 ± 40,6 
sAM + T24 121,1 ± 19,3 82,1 ± 6,9 125,2 ± 29,3 287,4 ± 26,8 
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Slika 10. Delež proliferirajočih celic T24 in število celic T24, rastočih na nosilcih iz amnijske membrane in 
na sintetičnih nosilcih. (A) Nosilci iz AM zavirajo proliferacijo celic T24. Proliferacija celic T24, rastočih na 
nosilcih iz AM je bila zavrta v primerjavi s celicami T24, rastočimi na sintetičnem nosilcu. (B) Število celic 
T24, rastočih na sintetičnih nosilcih, je večje od števila celic T24, rastočih na nosilcih iz AM, z izjemo nosilca 
sAM 1. dan poskusa. V poskusih smo uporabili 3 biološke vzorce AM, iz katerih smo pripravili nosilce eAM, 
dAM in sAM. Za vsak nosilec smo izvedli 3 neodvisne poskuse. Za vsak neodvisni poskus smo uporabili po en 
nosilec eAM, dAM, sAM in sintetični nosilec, ki smo ga v vsaki časovni točki slikali na 10 naključnih mestih. 
Podatki so predstavljeni v obliki odstotka proliferirajočih celic (A) ali števila celic (B) ± standardna napaka. 
 
Spremljali smo tudi preraščanje celic T24, označenih z lipofilnim barvilom DiI, po površini 
nosilcev iz AM in sintetičnih nosilcev, pri čemer smo uporabili fluorescenčno in  
fazno-kontrastno mikroskopijo (Slika 11). Ugotovili smo, da sta bili rast in migracija celic 
T24 najbolj zavrti prve 3 dni gojenja na nosilcih iz AM (Slika 11A–H'). 
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Slika 11. Fluorescenčna in faznokontrastna mikroskopija celic T24, rastočih na nosilcih iz amnijske 
membrane. Spremljali smo preraščenost nosilcev iz AM in sintetičnih nosilcev 1. dan (A-D'), 3. dan (E-H') in 
21. dan (I-L') poskusa. Ugotovili smo, da rast in migracijo celic T24 najbolj zavirajo nosilci iz AM prve 3 dni 
poskusa. V poskusih smo uporabili 3 biološke vzorce AM, iz katerih smo pripravili nosilce eAM, dAM in sAM. 
Za vsak nosilec smo izvedli 3 neodvisne poskuse. Za vsak neodvisni poskus smo uporabili po en nosilec eAM, 
dAM, sAM in sintetični nosilec, ki smo ga v vsaki časovni točki slikali na 5 naključnih mestih. Merilca: 100 µl. 
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4.2.2 Celice T24 ne prehajajo bazalne lamine in ne razgrajujejo zunajceličnega 
matriksa amnijske membrane 
Konstrukte celic T24 na nosilcih iz AM smo po 3 tednih gojenja kemijsko fiksirali in 
pripravili parafinske rezine. Z imunooznačevanjem kolagena IV smo dokazali, da mišično 
invazivne celice T24 niso prehajale v stromo AM, kar kaže, da niso prekinile bazalne lamine 
AM (Slika 12A–C). To smo dodatno dokazali tudi z reakcijo PAS, ki omogoča dokazovanje 
nevtralnih proteoglikanov v bazalni lamini. Ti so bili v bazalni lamini tudi po 3 tednih gojenja 
še vedno prisotni, kar dodatno potrjuje, da celice T24 bazalne lamine niso razgradile (Slika 
12D–F'). Poleg tega je razvidno, da sta na nosilcih po 3 tednih gojenja še vedno ohranjeni 
tako kompaktna plast strome AM (Slike D–F'; tesnejši preplet komponent zunajceličnega 
matriksa, ki je na slikah razviden kot vijolična plast pod bazalno lamino) kot tudi gobasta 
plast (Slike D –F'; rahel preplet komponent zunajceličnega matriksa, ki je na slikah razviden 




















Slika 12. Imunooznačevanje kolagena IV in reakcija PAS na nosilcih iz krioshranjene amnijske 
membrane, na katere so bile nasajene celic T24. Z metodo imunooznačevanja kolagena IV (A–C) in z 
reakcijo PAS (D–F’) smo dokazali, da celice T24 tudi po treh tednih gojenja na nosilcih iz AM ne prehajajo 
bazalne lamine in ne vstopajo v zunajcelični matriks AM. Okvirji kažejo povečave, prikazane na slikah D’–F’. 
Rezultate imunooznačevanja kolagena IV (A–C) smo pridobili na podlagi 4 bioloških vzorcev, ki smo jih 
uporabili v 4 neodvisnih poskusih. Iz vsakega biološkega vzorca smo pripravili po en parafinski blok za vsak 
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nosilec, iz katerega smo pripravili parafinske rezine ter na eni rezini izvedli imunooznačevanje. Rezultate 
reakcije PAS (D–F') smo pridobili na podlagi 1 neodvisnega poskusa, v katerem smo nosilce iz AM pripravili iz 
1 biološkega vzorca. Iz vsakega nosilca smo pripravili en parafinski blok, iz katerega smo pripravili parafinske 
rezine ter na eni rezini izvedli reakcijo PAS. Zelena – kolagen IV, modra (DAPI) – jedra; puščice – bazalna 
lamina. Merilca: (A–C) 50 µm, (D–F) 25 µm, (D’–F’) 10 µm. 
 
4.2.3 Celice T24 izražajo metaloproteinaze 
Da bi natančneje ovrednotili invazivni potencial celic T24 v različnih razmerah gojenja, smo 
uporabili metodo želatinske cimografije. Dokazali smo, da so celice T24, rastoče na nosilcih 
iz AM in na sintetičnih nosilcih, v hranilni medij izločale pro-obliko MMP-2 (72 kDa), 
medtem ko niso izločale pro-oblike MMP-9 (92 kDa) ali aktivne oblike MMP-9 (84 kDa). Pri 
vseh vzorcih smo zaznali enak trend (Slika 13A-D), in sicer se je izražanje pro-oblike  
MMP-2 tekom gojenja (od 1. do 21. dneva) povečevalo. Del signala je prispeval tudi hranilni 
medij, ki je vseboval 5 % FBS, v katerem so prisotne različne metaloproteinaze in smo ga 
uporabljali tekom celotnega poskusa.  
 
Pri vseh vzorcih smo 7. in 21. dan poskusa zabeležili tudi prisotnost lise v območju 125 kDa. 
Na podlagi literature predvidevamo, da gre za kompleks MMP-9 in lipokalina, povezanega z 
nevtrofilno želatinazo (angl. neutrophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL)169,170. Pri 
vseh vzorcih smo 21. dan poskusa zaznali večjo količino kompleksa MMP-9/NGAL kot  
7. dan poskusa in glede na to, da je pri bolnikih z rakom sečnega mehurja izražanje 
kompleksa MMP-9/NGAL povezano z mišično-invazivno obliko raka169,170, bi to lahko 
nakazovalo, da se z daljšim časom gojenja povečuje tudi sposobnost celic T24 za invazijo 
(Slika 13). 
 
Pri pripravi nosilcev dAM smo za deepitelizacijo uporabili encim termolizin (36,2 kDa), 
zaradi česar se pri vzorcu dAM s T24 in pri kontrolnem vzorcu (samo dAM) 1. dan poskusa v 
tem območju pojavi lisa (Slika 13B). Pri vzorcih, ki so bili zbrani 7. ali 21. dan poskusa te 
lise nismo več zaznali. Predvidevamo, da se je termolizin tekom gojenja in na račun menjav 
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Slika 13. Analiza izražanja metaloproteinaz z želatinsko cimografijo. Celice T24, rastoče na nosilcih iz 
AM in na sintetičnem nosilcu, izražajo metaloproteinaze (MMP). Z metodo želatinske cimografije smo 
potrdili, da celice T24, rastoče na nosilcih iz AM (A–C) in na sintetičnih nosilcih (D), 1./7./21. dan gojenja 
izločajo pro-obliko MMP-2 (72 kDa), in sicer se količina izločene pro-oblike MMP-2 s trajanjem gojenja 
povečuje. Poleg tega 7. in 21. dan gojenja izločajo tudi kompleks MMP-9/NGAL (125 kDa). Lisa pri 37 kDa 
(B) predstavlja proteazo termolizin, ki smo jo uporabili za deepitelizacijo pri pripravi dAM. Celice T24 smo 
gojili v hranilnem mediju A-DMEM+F12, ki vsebuje fetalni goveji serum (FBS; 5 %), v katerem so prisotne 
MMP. Pri identifikaciji lis smo si pomagali s standardoma MMP-2 (aktivna oblika 58 kDa) in MMP-9  
(pro-oblika 92 kDa, aktivna oblika 84 kDa). Okvirji predstavljajo predele z lisami MMP-2, pro-obliko MMP-2 
(oranžni okvir), kompleks MMP-9/NGAL (moder okvir), MMP-9 in pro-obliko MMP-9 (rumen okvir). 
Rezultate smo pridobili iz 4 bioloških vzorcev AM, ki smo jih v 4 neodvisnih poskusih uporabili za pripravo 
eAM+T24, dAM+T24, sAM+T24, eAM, dAM in sAM (po 1 nosilec na biološki vzorec). Kot kontrolne vzorce 
smo uporabili celice T24, nasajene na sintetičnih nosilcih, ki smo jih pridobili iz 5 neodvisnih poskusov (po  
1–3 nosilce na neodvisni poskus). Želatinsko cimografijo smo izvedli za vsak biološki vzorec v vsaj  
2 ponovitvah.  Nanos vzorca: 3 µg proteinov/µl. 
 
4.2.4 Celice T24, rastoče na nosilcih iz amnijske membrane, spremenijo izražanje  
N-kadherina 
Z imunooznačevanjem smo dokazali, da se v celicah T24, rastočih na nosilcih iz AM, 
zmanjša prisotnost N-kadherina. Medtem ko je bil v vseh celicah T24, rastočih na sintetičnih 
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nosilcih, N-kadherin prisoten (Slika 14D, D'), je bil N-kadherin prisoten le pri majhnem 
deležu celic T24, rastočih na nosilcih iz AM (Slika 14A–C'). 
 
Do razlik v lokalizaciji N-kadherina je prišlo tudi med različnimi nosilci AM. V celicah T24, 
rastočih na nosilcih eAM in dAM, je bil N-kadherin pretežno lokaliziran v citoplazmi in 
delno na plazmalemi med sosednjimi celicami (Slika 14A–B'). Najmanj N-kadherina smo 
zaznali v celicah T24, rastočih na nosilcih sAM, in sicer je bil N-kadherin prisoten le v 
majhnemu deležu celic T24 ter le v posamičnih celicah na plazmalemi med sosednjimi 
celicami (Slika 14C, C'). N-kadherin je bil prisoten v vseh celicah T24, rastočih na sintetičnih 
nosilcih, in sicer v obliki kontinuiranih linij na plazmalemi med sosednjimi celicami (Slika 




























Železnik Ramuta T. Analiza učinka pripravkov iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice in uropatogene bakterije. 





























Slika 14. Imunooznačevanje N-kadherina v celicah T24, rastočih na nosilcih iz amnijske membrane in na 
sintetičnih nosilcih. (A–C, A'–C’) V posamičnih celicah T24, rastočih na nosilcih iz AM, je N-kadherin 
prisoten na plazmalemi med sosednjimi celicami, vendar pa se v večini celic T24 N-kadherin nahaja v 
citoplazmi. (D, D’) V celicah T24, rastočih na sintetičnih nosilcih, je N-kadherin prisoten v obliki kontinuiranih 
linij na plazmalemi. Na slikah (A–C, A'–C’) so prikazane celice T24, rastoče na nosilcih iz AM, v katerih je bilo 
prisotnega najmanj N-kadherina. Rezultate smo pridobili na podlagi 5 bioloških vzorcev kAM, ki smo jih v  
5 neodvisnih poskusih uporabili za pripravo nosilcev eAM+T24, dAM+T24 in sAM+T24 (po 1 nosilec na 
biološki vzorec). Kot kontrolne vzorce smo uporabili celice T24 na sintetičnih nosilcih, ki smo jih pridobili v  
3 neodvisnih poskusih (po 1–3 nosilce na neodvisen poskus). Okvirji kažejo povečave, ki so prikazane na slikah 
A’–D’. Zelena – N-kadherin, modra (DAPI) – jedra. Merilca: (A–D) 50 μm, (A’–D’) 10 μm. 
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4.2.5 Celice T24, rastoče na nosilcih iz amnijske membrane, so med sabo povezane s 
številčnejšimi celičnimi stiki 
Z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo smo ovrednotili ultrastrukturo celic T24, 
rastočih na nosilcih iz AM in na sintetičnih nosilcih (Slika 15). Pokazali smo, da so celice 
T24 na nosilcih iz AM bolj tesno povezane med sabo, kot celice T24, rastoče na sintetičnih 
nosilcih (Slika 15A–C', E–G'). Pri slednjih smo zasledili tudi velike medcelične prostore 
(Slika 15D, D', H, H'). Posamične celice T24, rastoče na nosilcu sAM, so se s sosednjimi 
celicami povezovale s tesnimi stiki (Slika 15G, G').  
 
Celice T24, rastoče na vseh nosilcih, so imele veliko jedro in relativno malo citoplazme. 
Nekatere celice T24, rastoče na sintetičnih nosilcih, so vsebovale obsežen zrnati 
endoplazemski retikulum, vendar na splošno v celicah T24, rastočih na vseh nosilcih, nismo 
zasledili značilnih razlik v ultrastrukturi endoplazemskega retikuluma, Golgijevega aparata in 
mitohondrijev (Slika 15). Površina celic T24, rastočih na nosilcih sAM, je bila razmeroma 
gladka, medtem ko so bili za površino celic T24, rastočih na sintetičnih nosilcih, značilni 
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Slika 15. Ultrastruktura celic T24, rastočih na nosilcih iz amnijske membrane in na sintetičnih nosilcih. Z 
vrstično (A–D’) in presevno elektronsko mikroskopijo (E-H’) smo pokazali, da so celice T24, rastoče na 
nosilcih iz AM (A–C’, E–G’) tesno povezane med sabo, medtem ko so med celicami T24, rastočimi na 
sintetičnih nosilcih, veliki medcelični prostori (D, D’, H, H’). Določene celice T24, rastoče na nosilcih sAM, se 
med sabo povezujejo tudi s tesnimi stiki (G’, puščica). Rdeči okvirji predstavljajo povečave, ki so prikazane na 
slikah A’–D’ in E’–H’. Velik bel okvir predstavlja 200 % povečavo majhnega belega okvirja (G’). Asterisk – 
medcelični prostori, glave puščic – celični stiki, puščica – tesni stik. Rezultate vrstične elektronske mikroskopije 
smo pridobili na podlagi 4 bioloških vzorcev kAM, ki smo jih uporabili v 4 neodvisnih poskusih. Za vsak 
biološki vzorec je bila izvedena 1 tehnična ponovitev. Rezultate presevne elektronske mikroskopije smo 
pridobili na na podlagi 3 bioloških vzorcev AM, ki smo jih uporabili v 3 neodvisnih poskusih. Za vsako biološki 
vzorec je bila izvedena 1 tehnična ponovitev. Merilca: (A–D, A’–D’) 5 μm; (E–H) 2 μm; (F’, H’) 600 nm, (E’) 
400 nm, (G’) 100 nm. 
 
4.3 Učinek homogenata amnijske membrane na rakave urotelijske celice  
4.3.1 Analiza vpliva homogenata amnijske membrane na preraščenost celic T24 in 
delno diferenciranih ter diferenciranih normalnih prašičjih urotelijskih celic  
Celice T24 smo nasadili na sintetične nosilce in jih gojili 1 teden v hranilnem mediju. 
Konfluentno kulturo T24 smo nato slikali in jo tretirali 1 teden s homogenatom kAM, pri 
čemer smo preraščenost kulture spremljali s slikanjem 1., 2., 3. ter 7. dan poskusa  
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(Slika 16A–C). Nato smo nadaljnje 3 tedne celice T24 gojili v hranilnem mediju brez 
homogenata kAM in spremljali njihovo preraščenost 14., 21. in 28. dan poskusa (Slika 17). 
Kulture smo pred slikanjem 3-krat spirali s hranilnim medijem.  
 
Že po 24 urah tretiranja celic T24 s homogenatom kAM, se je preraščenost nosilcev s 
celicami T24 zmanjšala na 3,88±0,78 %, preraščenost pa se je nato še zmanjševala in je 
zadnji dan tretiranja (7. dan) znašala 0,27±0,04 %. Naslednje 3 tedne smo celice T24 gojili v 
hranilnem mediju brez homogenata kAM in preraščenost nosilcev se je zopet povečala, in 
sicer je 28. dan poskusa znašala 86,66±4,40 % (Slika 17, Priloga C).  
 
Kot kontrolne vzorce smo uporabili ddNPU, ki smo jih najprej gojili v hranilnem mediju brez 
homogenata kAM 1 teden in dNPU, ki smo jih gojili v hranilnem mediju brez homogenata 
kAM 4 tedne (Slika 16D, G). Konfluentne kulture ddNPU in dNPU smo nato 1 teden tretirali 
s homogenatom kAM (Slika 16E–I, Slika 17). Slednji je zmanjšal preraščenost kulture 
ddNPU, ki je po 1 tednu tretiranja s pripravkom znašala 65,06±5,39 %, preraščenost pa je 
ponovno narasla in dosegla konfluentnost, ko smo kulturo gojili v hranilnem mediju brez 
homogenata kAM (Slika 17). Dodatek homogenata kAM na preraščenost kulture dNPU ni 
vplival (Slika  17, Priloga C).  
 
Nato smo naredili analizo variance (ANOVA) in ugotovili, da razlike v preraščenosti 
nosilcev s celicami T24, ddNPU in dNPU pred tretiranjem (0. dan) s homogenatom kAM 
niso bile statistično značilne (p>0,05), medtem ko so bile razlike med nosilci od 1. do 7. dne 
poskusa (tekom tretiranja) statistično značilne (p<0,05). Nato razlike med dNPU in ddNPU 
od 14. do 28. dne niso bile statistično značilne, medtem ko so bile razlike v preraščenosti 
nosilcev T24 in ddNPU ali dNPU statistično značilne tudi 14. in 21. dan poskusa, medtem ko 
28. dan poskusa ni bilo statistično značilnih razlik med nosilci (Priloga D). 
 
Celice T24 in ddNPU so se po tretiranju s homogenatom kAM s površine v večjem delu 
odluščile šele pri spiranju s hranilnim medijem pred slikanjem, na podlagi česar sklepamo, da 
pripravek razrahlja stike celic s podlago. Učinek je bil še posebej opazen pri celicah T24, kjer 
so po 24 urah tretiranja s hranilnim medijem z dodatkom homogenata kAM ostale pritrjene le 
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Slika 16. Rast celic T24 in delno diferenciranih ter diferenciranih normalnih prašičjih urotelijskih celic 
pred tretiranjem (0. dan) in med tretiranjem s homogenatom krioshranjene amnijske membrane. (A, D, 
G) Pred dodatkom homogenata kAM. (B, E, H) Po enem dnevu tretiranja celic s homogenatom kAM se 
preraščenost nosilcev s celicami T24 in ddNPU zmanjša, medtem ko homogenat kAM ne vpliva na preraščenost 
nosilca s celicami dNPU. (C, F, I) Po sedmih dneh tretiranja celic s homogenatom AM. Preraščenost kultur T24 
in ddNPU se zmanjšuje, medtem ko ni vpliva na kulturo dNPU. Rezultate smo pridobili na podlagi 3 bioloških 
vzorcev kAM, ki smo jih uporabili v 3 neodvisnih poskusih. Za vsak neodvisni poskus smo rezultate pridobili 
na podlagi 3–6 tehničnih ponovitev za vsako celično kulturo in vsako tehnično ponovitev smo v vseh časovnih 
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Slika 17. Analiza vpliva homogenata krioshranjene amnijske membrane na preraščenost nosilcev s 
celicami T24 in delno diferenciranimi ter diferenciranimi normalnimi prašičjimi urotelijskimi celicami. 
Homogenat kAM vpliva na preraščenost nosilcev s celicami T24 in ddNPU, ne vpliva pa na preraščenost 
nosilcev s celicami dNPU. Konfluentne kulture celic T24, ddNPU in dNPU smo 7 dni tretirali s homogenatom 
kAM, nato pa smo jih nadaljnjih 21 dni gojili v ustreznem hranilnem mediju. Pri celicah T24 je že po 24 urah 
tretiranja prišlo do več kot 95 % zmanjšanja preraščenosti, po 7 dneh tretiranja pa so bile na nosilcu pritrjene le 
še posamične celice. Do 20–40 % upada preraščenosti je prišlo tudi pri tretiranju ddNPU, medtem ko 
homogenat kAM ni vplival na preraščenost dNPU. Po prenehanju tretiranja celic s homogenatom kAM je prišlo 
do ponovne proliferacije preostanka celic T24 in ddNPU. Rezultate smo pridobili na podlagi 3 bioloških 
vzorcev kAM, ki smo jih uporabili v 3 neodvisnih poskusih. Za vsak neodvisni poskus smo rezultate pridobili 
na podlagi 3–6 tehničnih ponovitev za vsako celično kulturo in vsako tehnično ponovitev smo v vseh časovnih 
točkah slikali na 5 naključnih mestih. Podatki so predstavljeni v obliki odstotka preraščenosti nosilca ± 
standardna napaka. 
 
4.3.2 Homogenat amnijske membrane zavira proliferacijo celic T24 
Z uporabo 5-etinil-2'-deoksiuridina, ki je analog timidina, smo spremljali proliferacijo celic 
T24 pred tretiranjem s homogenatom kAM in 1., 2., 3. ter 7. dan tretiranja s homogenatom 
kAM. Dokazali smo, da je bilo v konfluentni kulturi T24 pred tretiranjem s homogenatom 
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kAM v proliferaciji 17,8±0,7 % celic T24, medtem ko je odstotek proliferirajočih celic T24 
tekom tretiranja s homogenatom kAM znašal od 8,6±1,2 % do 21,3±2,7 % (Slika 18A, 
Priloga E).  
 
Nato smo te rezultate primerjali z rezultati celic T24, rastočih v hranilnem mediju brez 
homogenata kAM, pri katerih smo spremljali proliferacijo od 1. do 7. dne po nasaditvi celic. 
Od 1. do 3. dne po nasaditvi celic je znašal odstotek celic v proliferaciji od 73,5±1,4 % do 
95,8±1,1 % celic T24, medtem ko se je 7. dan po nasaditvi odstotek zmanjšal na 33,9±1,8 %. 
Predvidevamo, da je prišlo do zmanjšanja proliferacije netretiranih celic T24, ko so celice 
dosegle konfluetno stanje in prišle v fazo lag, zaradi omejenega prostora za rast (Sliki 10 in  
18B, Preglednica 16).  
 
Glede na to, da se je število celic T24 med tretiranjem s homogenatom kAM značilno 
zmanjšalo, menimo, da homogenat kAM aktivno zavira proliferacijo celic T24, saj so sicer 
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Slika 18. Vpliv homogenata krioshranjene amnijske membrane na proliferacijo in število celic T24. (A) 
Spremljali smo proliferacijo celic T24 pred tretiranjem s homogenatom kAM (0. dan; konfluentna kultura) in 
med tretiranjem s homogenatom kAM (1. –7. dan). Ob tretiranju celic T24 s homogenatom kAM se število celic 
T24 zmanjšuje. Delež proliferirajočih celic T24 znaša 17,8±0,7 % pred začetkom tretiranja in variira od  
8,6±1,2 % do 21,3±2,7 % tekom tretiranja s homogenatom kAM. (B) Spremljali smo proliferacijo celic T24, 
rastočih v hranilnem mediju brez homogenata kAM, od 1. do 7. dne po nasaditvi celic. Delež proliferirajočih 
celic T24 variira med 1. in 3. dnem od 73,5±1,4 do 95,8±1,1 % in 7. dan poskusa znaša 33,9±1,8 %, medtem ko 
število celic narašča. Rezultate smo pridobili na podlagi 2 bioloških vzorcev homogenatov kAM, ki smo ju 
uporabili v 2 neodvisnih poskusih. Za vsak neodvisni poskus smo rezultate pridobili na podlagi 3 tehničnih 
ponovitev in vsako tehnično ponovitev smo v vseh časovnih točkah slikali na 10 naključnih mestih. Podatki so 
predstavljeni v obliki odstotka proliferirajočih celic ali števila celic ± standardna napaka. 
 
Nato smo izvedli analizo variance (ANOVA), pri čemer smo ugotavljali, ali so razlike v 
odstotku proliferirajočih celic T24 pred tretiranjem in med tretiranjem s homogenatom kAM 
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statistično značilne. Ugotovili smo, da je razlika v proliferaciji statistično značilna (p<0,05), 
če primerjamo proliferacijo celic T24  0. in 1. dan, 1. in 7. dan ter 3. in 7. dan, medtem ko v 
preostalih primerih razlika v proliferaciji ni bila statistično značilna (p>0,05). Nato smo 
primerjali tudi število celic ter ugotovili, da je bilo število celic statistično značilno drugačno, 
če primerjamo 0. dan z 2., 3. in 7. dnem poskusa ali 1. dan z 2., 3. in 7. dnem poskusa.  
Razlike v številu celic T24, če primerjamo 2. in 3. dan, 2. in 7. dan ter 3. in 7. dan, niso bile 
statistično značilne (Priloga F). 
 
4.3.3 Analiza ultrastrukture celic, tretiranih s homogenatom amnijske membrane 
Po 7 dneh tretiranja s homogenatom kAM smo z vrstično elektronsko mikroskopijo 
ovrednotili ultrastrukturo celic T24, ddNPU in NPU (Slika 19). V kulturi T24 so bile po 
zaključku tretiranja prisotne le še posamične celice, ki so bile vretenaste oblike in imele 
številne izrastke. Poleg tega so na površini vidne zunajceličnim veziklom podobne strukture 
(Slika 19A, B). Za celice T24, ki niso bile tretirane s homogenatom kAM, je bila značilna rast 
v več skladih in veliki medcelični prostori (Slika 19C, D). Ultrastruktura celic ddNPU in 
dNPU, ki so bile tretirane s homogenatom kAM se ni značilno razlikovala od ultrastrukture 
celic ddNPU ter dNPU, ki niso bile tretirane (Slika 19 C-F'). Celice dNPU so dosegle višjo 

















Slika 19. Analiza ultrastrukture celic T24 in delno diferenciranih ter diferenciranih normalnih prašičjih 
urotelijskih celic po 7 dneh tretiranja s homogenatom krioshranjene amnijske membrane. (A, A') Z 
vrstično elektronsko mikroskopijo smo pokazali, da so celice T24, tretirane s homogenatom kAM, vretenaste 
oblike, s številnimi izrastki in na površino izločajo zunajceličnim veziklom podobne strukture. (B, B') Celice 
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T24, ki niso bile tretirane s homogenatom kAM, rastejo v več skladih in med njimi so veliki medcelični prostori. 
(C–F') Tretiranje s homogenatom kAM ni vplivalo na ultrastrukturo celic ddNPU in dNPU. Rezultate smo 
pridobili na podlagi 2 bioloških vzorcev homogenatov kAM, ki smo ju uporabili v 2 neodvisnih poskusih. Za 
vsak neodvisni poskus smo uporabili po eno tehnično ponovitev. Okvirji kažejo povečave, ki so prikazane na 
slikah A'–F'. Merilca: (A–F) 10 µm, (A'–F') 5 µm.  
 
4.3.4 Homogenat amnijske membrane zmanjša sposobnost pritrjanja celic T24 na 
podlago 
Da bi preverili kako homogenat kAM vpliva na pritrjanje celic T24, smo te nasadili na 
sintetičen nosilec v homogenatu kAM ali v hranilnem mediju brez homogenata kAM in jih 
tudi gojili v homogenatu kAM ali v hranilnem mediju brez homogenata kAM ter spremljali 
njihovo preraščanje po podlagi nadaljnjih 7 dni. Ugotovili smo, da homogenat kAM močno 
ovira pritrjanje celic T24 na podlago, saj je po 24 urah od nasaditve površino prekril manj kot 
1 % celic T24, medtem ko se je na podlago pritrdilo 55,89±2,20 % celic T24, ki so bile 
gojene v hranilnem mediju brez homogenata kAM (Slika 20A–C, Priloga G). Medtem ko se 
je preraščenost nosilcev s celicami T24, tretiranimi s homogenatom kAM, zmanjševala do 
konca poskusa (Slika 20A, D), so celice T24, gojene v hranilnem mediju brez homogenata 
kAM, površino konfluentno prerastle (Slika 20A, E, Priloga G). 
 
Analiza variance (ANOVA) je potrdila, da se je preraščenost nosilcev s celicami T24, 
nasajenimi v homogenatu kAM in celicami T24, nasajenimi v hranilnem mediju, statistično 
značilno (p<0,05) razlikovala vse dni poskusa. Poleg tega smo tudi ugotovili, da se je 
preraščenost celic T24, nasajenih v homogenatu kAM statistično značilno razlikovala prvi 
dan od preostalih dni poskusa, medtem ko razlike v preraščenosti nosilca 2.–7. dan poskusa 
niso bile statistično značilne (p>0,05). Preraščenost nosilcev s celicami T24, nasajenimi v 
hranilni medij, se je statistično značilno razlikovala samo 1. dan poskusa v primerjavi s  
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Slika 20. Vpliv homogenata krioshranjene amnijske membrane na zmožnost pritrjanja na podlago in na 
razraščanje celic T24. Homogenat kAM zmanjša sposobnost pritrjanja celic T24 na podlago. Celice T24, 
nasajene in gojene v homogenatu kAM so se prvi dan razrastle po manj kot 1 % površine sintetičnega nosilca 
(A, B) in nato se je preraščenost do 7. dne poskusa še zmanjševala (D). Celice T24, nasajene in gojene v 
hranilnem mediju, so 1. dan prekrile več kot 55 % sintetičnega nosilca (A, C) in do konca poskusa konfluentno 
preraščale sintetični nosilec (E). Rezultate smo pridobili na podlagi 1 biološkega vzorca, ki smo ga uporabili v  
1 neodvisnem poskusu. Rezultate smo pridobili na podlagi 3 tehničnih ponovitev in vsako tehnično ponovitev 
smo v vseh časovnih točkah slikali na 5 naključnih mestih. Merilca: 50 μm. 
 
4.4 Učinek celic amnijske membrane na rakave urotelijske celice  
4.4.1 Celice amnijske membrane zavirajo proliferacijo celic T24 
Iz sveže AM smo najprej izolirali AEC in AMSC, jih gojili v kulturi in jih presadili ter jih 
nato uporabili v poskusu s celicami T24 (Slika 21).  
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Slika 21. Monokultura amnijskih epitelijskih celic in amnijskih mezenhimskih stromalnih celic 24 ur po 
nasaditvi celic. V poskusih smo uporabili AEC (A) in AMSC (B) druge pasaže. Merilci: 50 µm. 
 
Z namenom testiranja učinka amnijskih celic na proliferacijo rakavih celic smo vzpostavili 
kokulture celic T24 in AEC ali AMSC (v razmerju 1:1 ali 1:4). Najprej smo nasadili celice 
AM, jih 24 ur gojili v kulturi in jih nato obsevali (30 Gy), da smo zaustavili njihovo 
proliferacijo. Nato smo nasadili še celice T24, da smo vzpostavili kokulturo in  analizirali 
odstotek proliferirajočih celic T24 po 24 in 48 urah v kokulturi. Ugotovili smo, da AEC in 

















Slika 22. Vpliv amnijskih epitelijskih celic in amnijskih mezenhimskih stromalnih celic na proliferacijo 
celic T24. Pri rasti celic T24 v kokulturi s celicami AEC ali AMSC pride do zmanjšanja proliferacije celic T24 
po 24 in 48 urah. Primerjali smo proliferacijo celic T24 v monokulturi in v kokulturi s celicami AEC, AMSC ali 
CFPAC-1. Celice AEC in AMSC so bolj zavirale proliferacijo celic T24, ko smo jih gojili v kokulturi v 
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razmerju 1:4 (T24:AEC oz. T24:AMSC). Celice AEC so bolj zavirale proliferacijo celic T24 kot celice AMSC. 
Pri gojenju celic T24 v kokulturi s celicami CFPAC-1 (v razmerju 1:1 ali 1:4) ni prišlo do statistično značilnega 
zmanjšanja proliferacije, kar dokazuje, da pri gojenju celic T24 v kokulturi s celicami AEC ali AMSC pride do 
zmanjšanja proliferacije na račun amnijskih celic in ne na račun povečane koncentracije celic. Rezultate smo 
pridobili na podlagi 4 bioloških vzorcev AEC in 5 bioloških vzorcev AMSC. Za vsako kulturo smo izvedli  
3–5 neodvisnih poskusov. Za vsak neodvisni poskus smo naredili 3 tehnične ponovitve. **p<0,01; ***p<0,001. 
 
Po 24 urah so AEC zmanjšale proliferacijo celic T24 za 41 % (razmerje celic 1:1) oziroma  
77 % (razmerje celic 1:4), medtem ko so AMSC po 24 urah zmanjšale proliferacijo celic T24 
za 40 % (razmerje celic 1:1) oziroma 51 % (razmerje celic 1:4; Slika 22A). Po 48 urah v 
kokulturi so AEC zmanjšale proliferacije celic T24 za 37 % (razmerje celic 1:1) oziroma za 
67 % (razmerje celic 1:4), medtem ko so celice AMSC zmanjšale proliferacijo za 20 % 
(razmerje celic 1:1) oziroma 55 % (razmerje celic 1:4) (Slika 22B). 
 
Da bi preverili, ali gojenje v kokulturi vpliva na proliferacijo celic T24, smo pripravili 
kokulturo celic T24 in celic adenokarcinoma trebušne slinavke (celična linija CFPAC-1). 
Najprej smo nasadili celice CFPAC-1, jih gojili 24 ur in jih nato obsevali, da smo zaustavili 
njihovo proliferacijo. Nato smo na celice CFPAC-1 nasadili še celice T24 ter po 24 in  
48 urah gojenja analizirali proliferacijo celic T24. Ugotovili smo, da ni prišlo do statistično 
značilnih sprememb v proliferaciji. Proliferacija celic T24 se je po 24 urah zmanjšala le za  
1 % (celice v razmerju 1:1) oziroma 8 % (celice v razmerju 1:4; Slika 22A). Po 48 urah 
gojenja se je proliferacija celic T24 v kokulturi celo povečala (11 % pri razmerju 1:1 ter 7 % 
pri razmerju 1:4) (Slika 22B). 
 
4.4.2 Analiza ultrastrukture celic T24, rastočih v kokulturi s celicami amnijske 
membrane 
Najprej smo z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo analizirali ultrastrukturo 
AMSC, AEC in T24, rastočih 72 ur v monokulturi. Ugotovili smo, da so AEC rastle v  
1–2 skladih in se med sabo povezovale z dezmosomi (Slika 23A, B). AMSC so rastle v  
1–3 skladih, med njimi so bili veliki medcelični prostori, v katere so izločale zunajcelični 
matriks (Slika 23C, D). Celice T24 so rastle v 2–3 skladih in med njimi so bili veliki 
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Slika 23. Analiza ultrastrukture celic T24, amnijskih epitelijskih celic in amnijskih mezenhimskih 
stromalnih celic, rastočih v monokulturi. (A, B) AEC rastejo v 1–2 skladih in so med seboj dobro povezane z 
dezmosomi. (C, D) AMSC rastejo v 1–3 skladih, so značilnih nepravilnih oblik in izločajo zunajcelični matriks. 
(E, F) T24 rastejo v 2–3 skladih in med njimi so veliki medcelični prostori. Rezultate smo pridobili na podlagi  
2 bioloških vzorcev AEC in 2 bioloških vzorcev AMSC, ki smo ju uporabili v 2 neodvisnih poskusih. Za vsako 
biološko ponovitev smo izvedli 1 tehnično ponovitev za SEM in 1 tehnično ponovitev za TEM. Rdeče puščice – 
dezmosomi. Merilca: (A, C, E) 1 µm, (B, D, F) 10 µm. TEM – presevna elektronska mikroskopija; SEM – 
vrstična elektronska mikroskopija. 
 
Nato smo analizirali ultrastrukturo celic T24, rastočih v kokulturi z AEC ali AMSC, in sicer v 
razmerjih 1:1 in 1:4. Zgolj na podlagi ultrastrukture celic AM in celic T24 v kokulturi nismo 
mogli z zagotovostjo ločiti in zato bi bilo potrebno, da jih v nadaljnjih poskusih označimo z 
nanodelci, ki bodo omogočali razlikovanje. V kokulturi celic T24 in AEC (razmerje 1:1) so 
celice rastle v 1–2 skladih (Slika 24A–C), medtem ko so v kokulturi celic T24 in AEC 
(razmerje 1:4) celice rastle v 1–3 skladih (Slika 24D–F).  
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V kokulturi celic T24 in AMSC (razmerje 1:1) so celice rastle v 2–4 skladih, med njimi so 
bili veliki medcelični prostori (Slika 24G–I), medtem ko so v kokulturi celic T24 in AMSC 
(razmerje 1:4) celice rastle v 4–5 skladih, med katerimi so bili prav tako veliki medcelični 
prostori (Slika 24J–L). V kokulturi, kjer so bile celice v razmerju 1:4, smo na račun večjega 
števila AMSC zasledili bistveno več zunajceličnega matriksa, kot pa v kokulturi, kjer so bile 
celice v razmerju 1:1 (Slika 24G–L).  
 
 
Slika 24. Analiza ultrastrukture kokultur amnijskih epitelijskih celic ali amnijskih mezenhimskih 
stromalnih celic s celicami T24. (A–C) Kokultura celic T24 in AEC v razmerju 1:1, v kateri so celice rastle v 
1–2 skladih. (D–F) Kokultura celic T24 in AEC v razmerju 1:4, v kateri so celice rastle v 1–3 skladih. (G–I) 
Kokultura celic T24 in AMSC v razmerju 1:1, v kateri so celice rastle v 2–4 skladih. (J–L) Kokultura celic T24 
in AMSC v razmerju 1:4, v kateri so celice rastle v 4–5 skladih. Merilca (A, D, G, J) 2 μm; (B, E, H, K) 1 μm; 
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(C, F, I, L) 10 μm. Rezultate smo pridobili na podlagi 2 bioloških vzorcev AEC in 2 bioloških vzorcev AMSC, 
ki smo ju uporabili v 2 neodvisnih poskusih. Za vsako biološko ponovitev smo izvedli 1 tehnično ponovitev za 
TEM in 1 tehnično ponovitev za SEM. TEM – presevna elektronska mikroskopija; SEM – vrstična elektronska 
mikroskopija. 
 
4.5 Učinek amnijske membrane na uropatogene bakterije 
4.5.1 Koščki amnijske membrane nimajo protimikrobnega učinka na uropatogene 
bakterije 
Za testiranje protimikrobnega učinka koščkov AM smo uporabili difuzijsko metodo s 
koščkom svAM oz. kAM v mehkem agarju. Dokazali smo, da niti koščki svAM niti kAM ne 
inducirajo protimikrobnega učinka pri uropatogenih bakterijah (Slika 25), saj so vse testirane 
bakterije navkljub koščkom svAM in kAM konfluentno prerastle plošče. Testirali smo 
sledeče bakterijske seve: S. aureus, MRSA, MRSA (klinični sev),  
S. saprophyticus, ESBL E. coli (klinični sev), M. morganii, P. rettgeri, K. pneumoniae,  
P. mirabilis, Enterobacter spp., A. baumannii, A. baumannii (klinični sev), ESBL  
K. pneumoniae, ESBL K. pneumoniae (klinični sev), VRE, VRE (klinični sev),  
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Slika 25. Vpliv koščkov sveže in krioshranjene amnijske membrane na izbrane uropatogene bakterije. Z 
uporabo difuzijske metode s koščkom svAM (A–D, I–L) oz. kAM (E–H, M–P) v mehkem agarju smo dokazali, 
da uporaba koščkov AM ne povzroči nastanka cone protimikrobnega učinka pri izbranih sevih. Prikazan je vpliv 
koščkov svAM in kAM na bakterijske seve S. aureus (A, E), MRSA (B, F), klinični sev MRSA (C, G),  
P. mirabilis (D, H), Enterobacter sp. (I, M), A. baumannii (J, N), klinični sev A. baumannii (C, G) in  
S. marcescens (L, P). Rezultate smo pridobili na podlagi 3 bioloških vzorcev koščkov svAM in kAM, ki smo jih 
na 19 bakterijskih sevih testirali v 3 neodvisnih poskusih. Za vsako biološko ponovitev AM in za vsak 
bakterijski sev smo izvedli 3 tehnične ponovitve.  Merilca: 10 mm.  
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4.5.2 Homogenat amnijske membrane ima protimikrobni učinek na uropatogene 
bakterije 
Izbrali smo 25 sevov uropatogenih bakterijskih vrst, ki smo jih uporabili za testiranje 
protimikrobnega učinka homogenatov svAM in kAM (1 teden pri –80 °C). Uporabili smo 
difuzijsko metodo s homogenatom AM na mehkem agarju, pri čemer smo beležili obseg 
protimikrobnega učinka AM pri nanosu 5 µl in 10 µl homogenata AM. Ugotovili smo, da sta 
homogenata svAM in kAM (1 teden pri –80 °C) povzročila cono protimikrobnega učinka pri 
16 od 25 testiranih sevov bakterijskih vrst v vseh opravljenih testiranjih, medtem ko pri  
4 bakterijskih sevih cone protimikrobnega učinka nista povzročila v vsakem testiranju, ampak 
le v 25–75 % opravljenih testiranj. Pri 5 izmed izbranih bakterijskih sevov homogenata 
svAM in kAM (1 teden pri –80 °C) nista v nobenem izmed opravljenih testiranj povzročila 
cone protimikrobnega učinka. Pri dovzetnih bakterijskih sevih je večji volumen nanosa 
homogenata svAM ali kAM (1 teden pri –80 °C) povzročil večjo cono protimikrobnega 
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Slika 26. Vpliv homogenatov sveže in krioshranjene amnijske membrane na  uropatogene bakterije. (A–I, 
M) Z uporabo difuzijske metode s homogenatom AM na mehkem agarju smo pokazali, da homogenata svAM in 
kAM (1 teden pri –80 °C) povzročata v vseh opravljenih testiranjih cono protimikrobnega učinka pri sevih  
S. aureus, MRSA, MRSA (klinični sev), UPEC DL94 in Enterobacter spp. (J, K, N, O). Homogenata svAM in 
kAM (1 teden pri –80 °C) sta v 75 % opravljenih testiranj povzročila cono protimikrobnega učinka pri sevih  
A. baumannii in A. baumannii (klinični sev). (L, P) Homogenata svAM in kAM (1 teden pri –80 °C) nista v 
nobenem izmed testiranj povzročila cone protimikrobnega učinka pri sevu S. marcescens. Prikazan je vpliv 
homogenatov svAM in kAM (1 teden pri –80 °C) na bakterijske seve S. aureus (A, E), MRSA (B, F), klinični 
sev MRSA (C, G), UPEC DL94 (D, H), Enterobacter sp. (I, M), A. baumannii (J, N), klinični sev A. baumannii 
(C, G) in S. marcescens (L, P). Rezultate smo pridobili na podlagi 3–5 bioloških vzorcev homogenatov svAM in 
kAM (1 teden pri –80 °C), ki smo jih testirali na 25 bakterijskih sevih v  3–5 neodvisnih poskusih. Za vsako 
biološko ponovitev AM in za vsak bakterijski sev smo izvedli 3–6 tehničnih ponovitev. Merilca: 10 mm. 
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Preglednica 17. Protimikrobni učinek homogenatov sveže in krioshranjene amnijske membrane na  
25 sevov bakterijskih vrst, ki so znane kot povzročiteljice urinarnih okužb. Podatki so podani v obliki 
povprečnega premera cone protimikrobnega učinka ± SE. *Homogenati svAM in kAM (1 teden pri –80 °C) 
povzročijo cono protimikrobnega učinka v 75 % vseh testiranj. ** Homogenati svAM in kAM (1 teden pri  
–80 °C) povzročijo cono protimikrobnega učinka v 25 % vseh testiranj. Rezultate smo pridobili na podlagi  
3–5 bioloških vzorcev homogenatov svAM in kAM (1 teden pri –80 °C), ki smo jih testirali na 25 bakterijskih 
sevih v  3–5 neodvisnih poskusih. Za vsako biološko ponovitev AM in za vsak bakterijski sev smo izvedli  
3–6 tehničnih ponovitev. 
Testirani bakterijski sev 
Homogenat svAM  
Homogenat  
kAM (1 teden pri –80 °C)  
5 μl 10 μl 5 μl 10 μl 
povprečni premer cone protimikrobnega učinka ± SE 
MRSA (klinični sev) 16,83 ± 0,88 20,07 ± 0,88 16,70 ± 0,94 20,50 ± 0,80 
S. aureus 16,00 ± 0,23 18,93 ± 0,30 12,33 ± 0,35 16,13 ± 0,38 
MRSA 15,93 ± 0,51 18,53 ± 0,59 16,87 ± 0,61 19,63 ± 0,62 
S. saprophyticus 8,22 ± 0,38 10,17 ± 0,42 6,06 ± 0,33 8,50 ± 0,57 
UPEC DL94 7,56 ± 0, 21 9,50 ± 0,20 5,28 ± 0,17 7,67 ± 0,25 
UPEC DL90 5,78 ± 0,15 7,56 ± 0,12 3,44 ± 0,18 5,25 ± 0,31 
UPEC DL101 6,50 ± 0,29 7,56 ± 0,20 4,61 ± 0,14 6,08 ± 0,18 
ESBL E. coli (klinični sev) 6,42 ± 0,50 8,50 ± 0,57 5,92 ± 0,60 8,46 ± 0,62 
M. morganii 6,28 ± 0,13 8,14 ± 0,16 4,89 ± 0,13 6,92 ± 0,22 
UPEC DL102 6,11 ± 0,13 7,78 ± 0,23 4,89 ± 0,15 6,75 ± 0,17 
E. coli DH5α 6,06 ± 0,18 8,17 ± 0, 23 5,28 ± 0,20 7,17 ± 0,16 
P. rettgeri 6,06 ± 0,15 7,83 ± 0,16 4,47 ± 0,31 6,42 ± 0,14 
UPEC DL88 6,00 ± 0,22 7,33 ± 0,19 4,56 ± 0,14 6,50 ± 0,14 
K. pneumoniae 5,61 ± 0,11 7,06 ± 0,18 4,33 ± 0,14 6,42 ± 0,18 
P. mirabilis 5,44 ± 0,16 7,50 ± 0,18 4,33 ± 0,21 6,42 ± 0,14 
Enterobacter spp. 4,94 ± 0,17 7,33 ± 0,19 3,50 ± 0,24 5,08 ± 0,25 
A. baumannii* 9,56 ± 0,39 11,83 ± 0,39 8,25 ± 0,46 10,58 ± 0,54 
A. baumannii (klinični sev)* 5,61 ± 0,26 7,44 ± 0,40 4,08 ± 0,60 5,79 ± 0,86 
ESBL K. pneumoniae** 5,17 ± 0,28 7,00 ± 0,41 4,67 ± 0,19 6,33 ± 0,19 
ESBL K. pneumoniae (klinični sev)** 4,67 ± 0,19 6,17 ± 0,28 4,17 ± 0,28 6,50 ± 0,20 
VRE Ni protimikrobnega učinka 
VRE (klinični sev) Ni protimikrobnega učinka 
P. aeruginosa Ni protimikrobnega učinka 
P. aeruginosa (klinični sev) Ni protimikrobnega učinka 
S. marcescens Ni protimikrobnega učinka 
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4.5.2.1 Način shranjevanja homogenata amnijske membrane močno vpliva na njegovo 
protimikrobno učinkovitost 
Z namenom, da bi ugotovili, kako način shranjevanja homogenata AM vpliva na njegovo 
protimikrobno učinkovitost, smo testirali protimikrobni učinek homogenatov svAM,  
kAM (1 teden pri –80 °C), kAM (10 tednov pri –80 °C) in kAM (10 tednov pri –20 °C) na  
14 sevov, ki so se v predhodnih poskusih izkazali za dovzetne za protimikrobni učinek AM 
(Poglavje 4.5.2). .  
 
Uporaba homogenata svAM je povzročila cono inhibicije pri vseh dovzetnih bakterijskih 
sevih, medtem ko je uporaba homogenatov kAM (1 teden pri –80 °C), kAM (10 tednov pri  
–80 °C) in kAM (10 tednov pri –20 °C) močno zmanjšala rast bakterij, vendar pa rasti ni 
popolnoma inhibirala (Slika 27). Obseg cone protimikrobnega učinka homogenatov AM se je 
razlikoval glede na bakterijski sev, poleg tega pa je bil obseg cone protimikrobnega učinka 
odvisen tudi od volumna homogenata AM, ki smo ga uporabili. Izkazalo se je, da je večji 
volumen nanosa pri dovzetnih bakterijskih sevih povzročil večjo cono protimikrobnega 
učinka, vendar je že uporaba 5 µl homogenata AM zadoščala za povzročitev cone 
protimikrobnega učinka pri dovzetnih bakterijskih sevih. Izmed 14 testiranih bakterijskih 
sevov samo S. marcescens ni bil dovzeten za homogenate svAM in kAM (Priloga I). 
 
Povprečni premer cone protimikrobnega učinka je za vse dovzetne bakterijske seve znašal 
7,0±0,2 mm pri nanosu homogenata svAM; 5,2±0,2 mm pri nanosu homogenata  
kAM (1 teden pri –80°C); 4,0±0,3 mm pri nanosu homogenata kAM (10 tednov pri –80°C) in 
5,3±0,4 mm pri nanosu homogenata kAM (10 tednov pri –20°C) (Priloga I). Način in čas 
shranjevanja homogenatov AM sta močno vplivala na njihovo protimikrobno delovanje. 
Največjo cono protimikrobnega učinka je povzročil nanos homogenata svAM, sledila sta 
homogenata kAM (1 teden pri –80 °C) in kAM (10 tednov pri –20 °C) in na koncu 
homogenat kAM (10 tednov pri –80 °C (Slika 27, Priloga I). 
 
Analiza variance (ANOVA) je pokazala, da pri vseh izbranih dovzetnih bakterijskih sevih (z 
izjemo UPEC DL 102 in Enterobacter sp.), ni statistično značilne razlike v premeru con 
protimikrobnega učinka pri nanosu homogenata kAM (1 teden pri –80 °C) in  
kAM (10 tednov pri –20 °C) (p>0,05). Če primerjamo premer con protimikrobnega učinka 
pri uporabi homogenatov svAM in kAM (1 teden pri –80 °C), se izkaže, da je razlika 
statistično značilna (p<0,05) v 85 % izbranih dovzetnih sevov pri nanosu 5 µl homogenatov 
in v 62 % izbranih sevov pri nanosu 10 µl homogenatov. Po drugi strani, če primerjamo 
premer con protimikrobnega učinka pri uporabi homogenatov svAM in  
kAM (10 tednov pri –20 °C), je razlika statistično značilna (p<0,05) pri 50 % izbranih 
dovzetnih sevov (5 µl) in pri 36 % izbranih dovzetnih sevov (10 µl) (Priloge I-L). Na podlagi 
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tega zaključujemo, da je izmed opisanih postopkov krioshranjevanja, najbolj primerno 





















Slika 27. Analiza vpliva načina shranjevanja homogenatov amnijske membrane na njihovo 
protimikrobno učinkovitost. Nanos homogenatov svAM povzroči inhibicijo rasti pri dovzetnih bakterijskih 
sevih, medtem ko nanos homogenatov kAM (1 teden pri –80 °C), kAM (10 tednov pri –80 °C) in kAM  
(10 tednov pri –20 °C) povzroči zmanjšanje rasti pri dovzetnih bakterijskih sevih. Večji volumen nanosa (10 µl) 
povzroči večjo cono protimikrobnega učinka kot manjši volumen (5 µl) nanosa. Vsaka točka na grafu 
predstavlja povprečni premer cone protimikrobnega učinka za posamezni bakterijski sev, ki je bil pridobljen na 
podlagi vsaj treh bioloških ponovitev homogenatov AM in vsaj šestih tehničnih ponovitev za vsako biološko 
ponovitev. Rdeči intervali predstavljajo povprečni premer cone protimikrobnega učinka ± standardno napako za 
izbrani homogenat AM za vse testirane seve skupaj.  
 
4.5.2.2 Primerjava protimikrobnega učinka homogenatov AM in antibiotikov 
Z difuzijsko metodo z antibiotiki ali homogenatom AM na mehkem agarju smo dokazali, da 
je ta bakterijski sev MRSA odporen proti trimetoprimu/ sulfametaskazolu, klindamicinu, 
eritromicinu, penicilinu in cefoksitinu (premer cone protimikrobnega učinka znaša 16,4±0,08; 
bakterijski sevi, pri katerih je cona protimikrobnega učinka večja od 22 mm so dovzetni za 
cefoksitin) ter dovzeten za linezolid (premer cone protimikrobnega učinka znaša  
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22,3±0,04 mm; bakterijski sevi, pri katerih je cona protimikrobnega učinka večja od 21 mm 
se so dovzetni za linezolid) (Slika 28A, D).    
 
Navkljub temu, da je ta sev odporen proti številnim antibiotikom, je bil dovzeten za 
homogenat AM (Slika 28B–D). Pri nanosu 5 µl homogenata svAM je nastala cona 
protimikrobnega učinka z obsegom 15,9±0,5 mm in pri nanosu 10 µl homogenata svAM cona 
protimikrobnega učinka z obsegom 18,53±0,6 mm. Pri nanosu 5 µl homogenata  
kAM (1 teden pri –80 °C) je nastala cona protimikrobnega učinka z obsegom 16,8±0,6 mm in 
pri nanosu 10 µl homogenata kAM (1 teden pri –80 °C) cona protimikrobnega učinka z 
























Slika 28. Primerjava cone protimikrobnega učinka, ki jo pri proti meticilnu odporni bakteriji 
Staphylococcus aureus povzročijo antibiotiki trimetoprim sulfametoksazol (SXT), klindamicin (CC), 
eritromicin (E), cefoksitin (FOX), penicilin (P), linezolid (LZD) in sveži ter krioshranjeni homogenat 
amnijske membrane. Vsaka točka na grafu prikazuje povprečni premer cone protimikrobnega učinka (mm) ± 
SE. MRSA je odporna proti antibiotikom SXT, CC, E, P in FOX ter dovzeten za LZD. Homogenate svAM in 
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kAM (1 teden pri –80 °C) smo testirali z nanosom 5 μl (zgornje vrstice) in 10 μl (spodnje vrstice). Rezultate 
protimikrobnega učinka antibiotikov smo pridobili na podlagi 1 neodvisnega poskusa, v katerem smo uporabili 
3 tehnične ponovitve za vsak antibiotik. Rezultati protimikrobnega učinka homogenatov svAM in kAM (1 teden 
pri –80 °C) so bili pridobljeni na podlagi 3–5 bioloških ponovitev in za vsako biološko ponovitev smo izvedli  
3–6 tehničnih ponovitev. Merilca: 10 mm. 
 
4.5.3 Homogenat amnijske membrane deluje protimikrobno na z bakterijami okužene 
modele normalnega in rakavo spremenjenega urotelija 
Vzpostavili smo kulturo dNPU, ki je služila kot model normalnega urotelija in vitro in 
kulturo T24, ki je služila kot model rakavo spremenjenega urotelija in vitro. Vzpostavljena 
modela smo inokulirali z bakterijsko kulturo MRSA (5,98×106±9,52×105 CFU/ml) ter ju 
inkubirali 3 ure pri 3537 °C. Po zaključku inkubacije smo z metodo štetja kolonij na trdnih 
gojiščih ugotovili, da tretiranje s homogenatom kAM prispeva k zmanjšanju števila bakterij 
(Slika 29).Po treh urah inkubacije je bilo v celični kulturi dNPU, tretirani s homogenatom 
kAM, 93 % manj bakterij kot v celični kulturi dNPU, ki ni bila tretirana. Podobno je bilo v 
celični kulturi T24, tretirani s homogenatom kAM, 98 % manj bakterij kot v netretirani 
celični kulturi T24. Statistična analiza je potrdila, da je bilo število bakterij v celični kulturi 
dNPU ali T24, tretirani s homogenatom kAM, statistično značilno manjše od števila bakterij 
v celični kulturi dNPU ali T24, ki ni bila tretirana s homogenatom kAM (p<0,05; Prilogi M, 
N). Poleg tega je bilo po tretiranju celičnih kultur s homogenatom kAM manj bakterij 
viabilnih kot v inokulumu, kar nakazuje na baktericidno delovanje homogenata kAM (Slika 
29, Prilogi M, N). 
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Slika 29. Kvantifikacija števila proti meticilinu odpornih bakterij Staphylococcus aureus na modelih 
normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro. Model normalnega urotelija in vitro je predstavljala 
kultura dNPU, medtem ko je model rakavo spremenjenega urotelija in vitro predstavljala kultura T24. 
Urotelijski modeli so bili okuženi z MRSA in nato 3 ure inkubirani z ali brez homogenata kAM. Nato smo z 
metodo štetja kolonij na trdih gojiščih pokazali, da dodatek homogenata kAM statistično značilno zniža število 
bakterij v modelu normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro. Vsak stolpec na grafu predstavlja 
povprečno vsoto suspenzijskih bakterij in bakterij, pritrjenih na celice ali endocitiranih bakterij (CFU/ml) ± 
standardno napako (SE). Rezultate smo pridobili na podlagi 4 bioloških vzorcev homogenatov kAM, ki smo jih 
uporabili v 4 neodvisnih poskusih. Vsak biološki vzorec homogenata kAM smo testirali v 2 tehničnih 
ponovitvah in za vsak vzorec izvedli kvantifikacijo na podlagi 3 redčitev bakterijske kulture, pri čemer smo 
vsako redčitev nacepili na 3 agarne plošče. *p<0,05; **p<0,001. 
 
Da bi zajeli tako število bakterij v suspenziji, kot tudi število pritrjenih in endocitiranih 
bakterij, smo najprej kvantificirali bakterije v suspenziji, nato pa celične kulture tretirali z  
0,5 % raztopino Triton X-100 v fiziološki raztopini. Da bi preverili, ali tretiranje z 
detergentom vpliva na viabilnost bakterij, smo 500 μl bakterijske kulture MRSA 20 minut 
inkubirali pri sobni temperaturi s 500 μl fiziološke raztopine ali s 500 μl 0,5 % raztopine 
Triton X-100 v fiziološki raztopini ter nato določili število bakterij. Ugotovili smo, da 
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tretiranje z detergentom ni vplivalo na viabilnost bakterij, saj se število tretiranih bakterij ni 
statistično značilno (p<0,01) razlikovalo od števila netretiranih bakterij. Na podlagi tega 
sklepamo, da je število bakterij, ki smo jih določili v vzorcih, reprezentativno, saj smo s tem 
dokazali, da tretma z detergentom ni vplival na viabilnost bakterij.  
 
Nato smo ovrednotili vpliv homogenata kAM na viabilnost celičnih kultur dNPU (Slika 30A) 
in T24 (Slika 30B), pri čemer smo ugotovili, da kratkotrajna (3-urna) inkubacija v 
homogenatu kAM z ali brez MRSA ne vpliva na viabilnost ali število urotelijskih celic. Med 
vzorci nismo zasledili statistično značilnih razlik (p>0,05) v viabilnosti ali številu živih celic 












Slika 30. Vpliv homogenata krioshranjene amnijske membrane na viabilnost urotelijskih celic.  
(A) Analizirali smo viabilnost 1) kulture dNPU, 2) dNPU+homogenat kAM, 3) dNPU+MRSA,  
4) dNPU+MRSA+homogenat kAM. Med vzorci ni bilo statistično značilnih razlik (p>0,05), torej homogenat 
kAM ne vpliva na viabilnost celic dNPU. Število živih celic dNPU v testiranih vzorcih je bilo primerljivo 
(p>0,05). (B) Analizirali smo viabilnost 1) rakavih urotelijskih celic T24, 2) T24+homogenat kAM, 3) 
T24+MRSA, 4) T24+MRSA+homogenat kAM. Med vzorci ni bilo statistično značilnih razlik (p>0,05), torej 
homogenat kAM ne vpliva na viabilnost celic T24. Število živih celic T24 v testiranih vzorcih je bilo 
primerljivo (p>0,05). Rezultate smo pridobili na podlagi 3 bioloških vzorcev homogenatov kAM, ki smo jih 
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Z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo smo ovrednotili vpliv 3-urne inkubacije z 
MRSA na ultrastrukturo celičnih kultur dNPU in T24 (Slika 31). Ugotovili smo, da se je 
MRSA na kulturo dNPU najpogosteje pritrdila v obliki posamičnih bakterij (Slika 31C–D), 
nismo pa zasledili, da bi prišlo do endocitoze bakterij v kulturo dNPU (Slika 31C, D, G, H). 
Po drugi strani so bakterije na kulturi T24 tvorile agregate (Slika 31K, L), določen delež 
bakterij pa se je tudi endocitiral v celice T24 (Slika 31O).  
 
Dodatno smo z vrstično in presevno elektronsko mikroskopijo ovrednotili učinek 3-urne 
inkubacije s homogenatom kAM ali s homogenatom kAM in MRSA na ultrastrukturo 
celičnih kultur (Slika 31). Ugotovili smo, da tretiranje s homogenatom kAM ni vplivalo na 
ultrastrukturo urotelijskih celic (Slika 31A–F). Homogenat kAM se je pritrdil na celice T24 
in delež bakterij se je ujel v preplet zunajceličnega matriksa AM na površini rakavih celic 
T24, s čimer je bil preprečen stik teh bakterij s celicami T24 (Slika 31J, L). Homogenat kAM 
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Slika 31. Vpliv triurne inkubacije v homogenatu krioshranjene amnijske membrane na ultrastrukturo 
urotelijskih celic. (A–H) Kratkotrajno (3-urno) tretiranje kulture dNPU s homogenatom kAM ne vpliva na 
ultrastrukturo celic. Posamezne bakterije ali skupki MRSA se pritrdijo na površino celic dNPU.  
(I–P) Kratkotrajno tretiranje celic T24 s homogenatom kAM ne vpliva na ultrastrukturo celic. MRSA se na 
celice T24 pritrdi v obliki agregatov in določen delež bakterij celice T24 tudi endocitirajo. Veliki okvirji na 
slikah (A–D, I–L) prikazujejo povečave predelov, ki so zajeti v majhnih okvirjih. Rezultate smo pridobili na 
podlagi 3 bioloških vzorcev homogenatov kAM, ki smo jih uporabili v 3 neodvisnih poskusih. V vsakem 
neodvisnem poskusu smo izvedli 1–2 tehnični ponovitvi za vrstično elektronsko mikroskopijo in 1–2 tehnični 
ponovitvi za presevno elektronsko mikroskopijo. Puščica – agregat MRSA v endosomskem predelku. Merilca: 
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AM je zaradi številnih svojih lastnosti, kot so spodbujanje epitelizacije, zaviranje 
brazgotinjenja, vpliv na angiogenezo in imunomodulatorno delovanje, primerna za klinično 
uporabo51,171. Poleg tega AM deluje tudi protirakavo ter protimikrobno5,63,172,173, vendar do 
sedaj ni bilo znano, kako AM vpliva na rak sečnega mehurja in uropatogene bakterije. Prav 
tako ni bilo znano, kako različni načini priprave in shranjevanja AM vplivajo na protirakavo 
in protimikrobno aktivnost AM.  
 
V doktorski nalogi smo se zato osredotočili na analizo protirakavega in protimikrobnega 
delovanja pripravkov iz AM, t. j. nosilcev iz amnijske membrane, koščkov amnijske 
membrane, homogenata amnijske membrane in pluripotentnih amnijskih celic na rakave 
urotelijske celice in uropatogene bakterije. 
 
5.1 Pripravki iz amnijske membrane delujejo protirakavo na rakave urotelijske celice 
Navkljub napredku na področju operativnega zdravljenja in kemoterapije, petletna stopnja 
preživetja za bolnike z mišično invazivno obliko raka sečnega mehurja znaša le 15 %174,175. 
Za rak sečnega mehurja je značilna tudi visoka ponovljivost, slabo prognozo pa pogosto 
pripisujejo razvoju odpornosti proti kemoterapevtikom in radioterapiji176,177. Posledično 
obstaja velika potreba po razvoju novih pristopov za zdravljenje raka sečnega mehurja. 
 
Raziskave zadnjega desetletja so pokazale, da AM v razmerah in vitro ter in vivo deluje 
protirakavo na rakave celice, ki izvirajo iz različnih organov. Natančneje, AM vodi rakave 
celice v apoptozo3,63, spodbuja zaustavitev celičnega cikla v fazi G0/G1
58 in G2/M
60 ter 
inhibira HSP903,69.  
 
Vpliv AM na rak sečnega mehurja do sedaj še ni bil raziskan. Naši rezultati kažejo, da 
pripravki iz AM delujejo protirakavo na rakave urotelijske celice, da se njihov učinek 
razlikuje glede na vrsto pripravka in da je učinek pripravka odvisen tudi od časa trajanja 
tretiranja. 
 
5.1.1 Nosilci iz amnijske membrane zavirajo proliferacijo rakavih urotelijskih celic 
Ugotovili smo, da nosilci iz AM zavirajo proliferacijo celic T24 prve 3 dni po nasaditvi. Naši 
rezultati se ujemajo z ugotovitvami Magatti in sodelavcev (2012) ter Bu in sodelavcev 
(2017), ki so dokazali, da celice AM sprožijo zaustavitev celičnega cikla v fazi G0/G1 pri 
rakavih celicah hematopoetskega in nehematopoetskega izvora ter rakavih celicah 
jajčnika58,59, medtem ko so Riedel in sodelavci (2019) dokazali, da kondicioniran medij AM 
sproži zaustavitev celičnega cikla v fazi G2/M v celicah hepatokarcinoma HepG2 ter  
HuH-760.  
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Ugotovitev, da celice AM delujejo zaviralno na celični cikel rakavih celic, se sklada z 
rezultati naše predhodne študije, v kateri smo ugotovili, da AM vpliva na dinamiko rasti 
rakavih urotelijskih celic227. Natančneje, razraščanje celic T24 na nosilcih iz AM in na 
sintetičnih nosilcih smo spremljali tri tedne po nasaditvi celic. Pokazali smo, da se dinamika 
rasti celic T24 spremeni na vseh treh nosilcih iz AM v primerjavi z rastjo na sintetičnih 
nosilcih, medtem ko rast celic najbolj zavira nosilec eAM. Poleg tega celice T24 na nosilcih 
iz eAM in sAM rastejo v 1 skladu ali izjemoma v 2 skladih, na nosilcih dAM pa v  
1–3 skladih. Nasprotno celice T24 na sintetičnem nosilcu rastejo v 2–6 skladih237.  
 
Nosilci iz AM imajo največji učinek na proliferacijo in dinamiko rasti prve 3 dni od nasaditve 
celic, vendar je navkljub temu učinek AM na celice T24 razviden še 3 tedne po nasaditvi 
celic. Sklepamo, da se molekule s protirakavim delovanjem iz AM v času gojenja postopoma 
odstranjujejo, in sicer sprva zaradi spiranja s PBS in hranilnim medijem tekom priprave 
nosilcev iz AM, nato pa zaradi menjav hranilnega medija med gojenjem celic. To bi lahko 
tudi pojasnilo, zakaj imajo nosilci dAM najmanjši učinek na zaviranje rasti in proliferacije 
celic T24, saj te nosilce med pripravo še dodatno spiramo, zaradi postopka deepitelizacije s 
termolizinom. Dodatno bi k manjšemu vplivu nosilcev dAM lahko prispevala deepitelizacija, 
saj naši rezultati kažejo, da AEC pomembno prispevajo k zmanjšanju proliferacije celic T24.  
 
5.1.2 Nosilci iz amnijske membrane prispevajo k mezenhimsko-epitelijski 
transformaciji rakavih urotelijskih celic 
Gildea in sodelavci (2000) ter Fujiyama in sodelavci (2001) so ugotovili, da celice T24, ki 
izvirajo iz bolnice z mišično invazivnim rakom sečnega mehurja, lahko razgradijo bazalno 
lamino z metaloproteinazami ter preidejo v nižje ležeča tkiva po enem do treh dneh v 
kulturi178,179. Navkljub temu naši rezultati kažejo, da celice T24 niti po treh tednih gojenja na 
nosilcih iz AM ne prekinejo bazalne lamine in ne preidejo v nižje ležeča tkiva. Na podlagi 
tega sklepamo, da nosilci iz AM vplivajo na sposobnost invazije celic T24.  
 
Invazivni potencial celic T24, rastočih na nosilcih iz AM in na sintetičnih nosilcih, smo 
ovrednotili z želatinsko cimografijo, vendar smo pri vseh vzorcih dokazali le prisotnost  
pro- oblike MMP-2, ne pa tudi aktivne oblike MMP-2 in MMP-9. Aktivni obliki teh 
metaloproteinaz razgrajujeta sestavine bazalne lamine (npr. kolagen IV) in sta zato ključnega 
pomena za mišično invazivne rakave celice. Še posebej je pomembna aktivna oblika MMP-2, 
saj je aktivacija MMP-2 povezana z migracijo tumorskih celic in slabšo prognozo180,181. 
Glede na to, da so Janev in sodelavci (2020) dokazali, da so celice T24 sposobne invazije in 
migracije skozi zunajcelični matriks (Matrigel, Corning)232, ki vsebuje tudi sestavine bazalne 
lamine smo pričakovali, da bodo celice T24, rastoče na sintetičnih nosilcih, izražale aktivno 
obliko MMP-2. Odsotnost aktivne oblike MMP-2 bi lahko pripisali razmeroma majhni 
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količini proteinov, ki smo jo nanesli na gel (3 µg/µl). V prihodnje bi bilo zato nujno preveriti 
prisotnost aktivne oblike MMP-2 še s prilagojenim protokolom, s katerim bi: a) koncentrirali 
vzorec z uporabo ultracentrifugalnih filtrov za koncentriranje proteinov (npr. Amicon) ali z 
metodo obarjanja proteinov s trikloroocetno kislino in acetonom ter b) podaljšali čas 
razvijanja gelov (npr. na 72 h). Po drugi strani smo pri vseh vzorcih (7. in 21. dan) zaznali 
prisotnost kompleksa MMP-9/NGAL, ki je pri bolnikih z rakom sečnega mehurja povezan z 
mišično-invazivno obliko raka. Navkljub temu celice T24, rastoče na nosilcih iz AM, niso 
prehajale v stromo AM. Sklepamo, da je sposobnost invazije celic T24, rastočih na nosilcih iz 
AM, okrnjena z mehanizmom, ki ne vključuje metaloproteinaz ali pa delovanje aktivne 
oblike metaloproteinaz zavrejo tkivni inhibitorji metaloproteinaz (TIMP), ki so prisotni v 
AM, s čimer je preprečena invazija v stromo AM182,183. 
 
Ovrednotili smo tudi prisotnost N-kadherina, ki je označevalec epitelijsko mezenhimske 
transformacije in katerega prisotnost je povezana s povečano agresivnostjo rakavih celic, s 
slabšo prognozo bolezni in krajšim časom preživetja brez ponovitve bolezni184. N-kadherin je 
transmembranski glikoprotein, ki sodeluje pri tvorbi celičnih stikov med mišično invazivnimi 
rakavimi celicami, poleg tega pa sodeluje tudi v signalizaciji, ki spodbuja migracije185-187. 
Shih in Yamada (2012) sta dokazala, da celice, ki nimajo N-kadherina, ne tvorijo skupkov in 
migrirajo počasneje ter naredijo krajše razdalje od posamičnih celic ali celic v skupkih, 
izražajo N-kadherin ter celic v skupkih, ki imajo intakten N-kadherin. Poleg tega so celice z 
delno izbitim genom (angl. knockdown) za N-kadherin (90 % zmanjšanje izražanja), še vedno 
migrirale s podobno hitrostjo kot celice z intaktnim izražanjem N-kadherina, vendar niso 
migrirale tako daleč. Njihovi rezultati nakazujejo, da N-kadherin igra pomembno vlogo pri 
migraciji in invaziji rakavih celic ter da je nivo izražanja N-kadherina ključen za promocijo 
tvorbe medceličnih stikov185. Dokazali smo, da je po treh tednih v kulturi v celicah T24, 
rastočih na sintetičnih nosilcih, N-kadherin prisoten v kontinuiranih linijah na plazmalemi 
sosednjih celic, medtem ko je N-kadherin prisoten le v deležu celic T24, rastočih na nosilcih 
iz AM. Poleg tega je bil N-kadherin v slednjih celicah prisoten predvsem v citoplazmi in le v 
manjšem delu na plazmalemi celic. Na podlagi tega sklepamo, da nosilci iz AM okrnijo 
sposobnost celic T24 za invazijo. To se sklada z rezultati naše predhodne študije, v kateri 
smo pokazali, da posamične celice T24, rastoče na nosilcih iz AM, izražajo protein 
adherentnega stika E-kadherin in tesnostični protein okludin237. Ti proteini so značilni za 
normalne urotelijske celice in jih celice T24 sicer ne izražajo. Poleg tega so bile celice T24, 
rastoče na nosilcih iz AM, bolj tesno povezane ena z drugo kot pa celice T24, rastoče na 
sintetičnih nosilcih, za katere so bili značilni veliki medcelični prostori. Posamične celice 
T24, rastoče na nosilcih iz AM, so celo pridobile apikalno-bazalno polarnost in na podlagi 
rezultatov sklepamo, da bi bile lahko spremembe v molekularni zgradbi in ultrastrukturi celic 
povezane z manjšo zmožnostjo za migracijo ter invazijo celic T24. 
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5.1.3 Homogenat amnijske membrane povzroči luščenje rakavih urotelijskih celic in 
zavira njihovo proliferacijo 
Dokazali smo, da tretiranje konfluentne kulture rakavih urotelijskih celic s homogenatom 
kAM povzroči njihovo luščenje, in sicer se že po 24 urah tretmaja s podlage odlušči več kot 
95 % celic. Poleg tega smo opazili, da se celice luščijo v skupkih po več celic skupaj, na 
podlagi česar sklepamo, da homogenat kAM predvsem vpliva na prekinitev celičnih stikov s 
podlago.  
 
Da bi preverili, ali pride do luščenja celic T24 zaradi konfluentnosti kulture, smo analizirali 
dinamiko rasti celic T24 na sintetičnih nosilcih. Navkljub temu, da so celice T24 dosegle 
prerastle sintetični nosilec že po 48 urah, so vzdrževale konfluentno stanje do konca poskusa, 
t. j. do 21. dne poskusa237. Na podlagi tega luščenje celic T24 pripisujemo delovanju 
homogenata kAM. 
 
Vpliv homogenata kAM na celične stike smo potrdili tudi z eksperimentom, ki je pokazal, da 
homogenat kAM omejuje pritrjanje celic T24 na podlago ob nasaditvi. V kolikor smo celice 
T24 nasadili na sintetične nosilce v homogenatu kAM, so po 24 urah od nasaditve celice 
prekrile manj kot 1 % površine, medtem ko če smo nasadili celice T24 v hranilnem mediju, 
so celice v 24 urah prekrile približno 55 % površine. Na podlagi tega sklepamo, da 
homogenat kAM inhibira/prekine celične stike, ki jih rakava celica tvori s podlago.  
 
Homogenat kAM vpliva tudi na kulturo ddNPU, saj se po enem tednu tretiranja s 
homogenatom odlušči do 40 % celic, medtem ko ne vpliva preraščenost kulture dNPU. 
Višnjar in sodelavci (2012, 2013) ter Jerman in sodelavci (2014) so pokazali, kako lahko z 
manipulacijo pogojev gojenja, npr. sestave hranilnega medija, vplivamo na stopnjo 
diferenciacije kulture NPU93,165,188,189. Njihove študije kažejo, da kultura dNPU doseže visoko 
stopnjo diferenciacije, ki je npr. okarakterizirana z nastankom dežnikastih celic, ki ohranjajo 
nepropustnost urotelija s pomočjo urotelijskih plakov, oblikovanih v mikrogrebene. Poleg 
tega so dokazali, da v primerjavi z diferenciranimi urotelijskimi celicami kultura ddNPU 
vsebuje manjši delež površinskih celic, ki izražajo uroplakine v apikalni plazmalemi, poleg 
tega pa je apikalna plazmalema oblikovana v mikrovile93,165,188. Na podlagi tega sklepamo, da 
homogenat kAM povzroči luščenje celic ddNPU, saj lahko pride v stik z manj 
diferenciranimi in nižje ležečimi celicami, medtem ko ne povzroči luščenja celic dNPU, saj 
visoko diferencirane celice vzdržujejo pregrado.  
 
Homogenat kAM je povzročil luščenje celic T24 in ddNPU, vendar ni statistično značilno 
zmanjšal viabilnosti celic. Ko smo tretiranje celic s homogenatom kAM po enem tednu 
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prekinili in celice nadaljnje 3 tedne gojili v hranilnih medijih brez homogenata kAM, se je 
preraščenost nosilcev s celicami T24 in ddNPU zopet povečala. 
 
Ugotovili smo, da je med tretiranjem celic T24 s homogenatom kAM proliferiralo le 9–21 % 
celic, čeprav so imele  celice T24 na voljo dovolj prostora za rast. Glede na to, da so imele 
celice T24 na razpolago tudi dovolj hranil, saj kar 75 % homogenata kAM sestavlja hranilni 
medij, predpostavljamo, da homogenat kAM vsebuje učinkovine, ki povzročijo tudi 
zaustavitev celičnega cikla. To je skladno tudi z našimi rezultati vpliva nosilcev iz AM na 
celice T24 ter z rezultati drugih raziskovalnih skupin58-60, ki kažejo, da AM zavira 
proliferacijo rakavih celic. 
 
5.1.4 Celice amnijske membrane zavirajo proliferacijo rakavih urotelijskih celic 
Za določene subpopulacije celic perinatalnega izvora, kamor uvrščamo tudi AEC in AMSC, 
sta značilni pluripotentnost in imunomodulatorno delovanje190. Ravno ti dve lastnosti se s 
pridom izkoriščata pri zdravljenju z matičnimi celicami, med drugim tudi pri zdravljenju 
rakavih obolenj191. Posledično obstaja potencial za uporabo AEC in AMSC v terapiji raka, 
zaradi česar smo se odločili, da v nalogi ovrednotimo tudi učinek celic AM na rakave 
urotelijske celice. 
 
Naši rezultati kažejo, da AMSC in AEC zavirajo proliferacijo celic T24, še posebej, ko so 
celice T24 v razmerju 1:4 napram celicam AM. Celice AEC so močneje zavirale proliferacijo 
celic T24, in sicer je v kokulturi z AEC po 24 urah proliferiralo 26 % manj rakavih celic kot v 
kokulturi z AMSC in po 48 urah 12 % manj kot v kokulturi z AMSC. Da bi dokazali, da ne 
pride do zmanjšanja proliferacije na račun povečane koncentracije celic v gojitveni posodici, 
smo celice T24 gojili tudi v kokulturi z rakavimi celicami CFPAC-1. V tej kokulturi ni prišlo 
do zmanjšanja proliferacije celic T24, kar kaže, da lahko učinek pripišemo celicam AM in ne 
omejeni površini za rast ali zmanjšanju količine hranil. Sodeč po ultrastrukturi celic T24 
sklepamo, da celice AM niso zmanjšale viabilnosti celic T24, saj s presevno elektronsko 
mikroskopijo nismo zasledili apoptotičnih ali nekrotičnih celic. Da bi z gotovostjo dokazali, 
da je prišlo do zaustavitve celičnega cikla v celicah T24, bi morali z molekularnimi metodami 
(npr. prenos western, kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času) dokazati 
povečano izražanje zaviralcev celičnega cikla (npr. inhibitorje od ciklinov odvisnih kinaz p15 
in p21) in/ali zmanjšano spodbujevalcev celičnega cikla (npr. ciklinov D2/E1/H in od 
ciklinov odvisnih kinaz 2/4/6). 
 
Naši rezultati se skladajo z rezultati Bu in sodelavcev (2017), ki so ugotovili, da AEC 
povzročijo zaustavitev celičnega cikla v fazi G0/G1 in s tem zmanjšanje proliferacije 
epitelijskih rakavih celic jajčnikov59. Prav tako se naši rezultati skladajo z ugotovitvijo 
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Magatti in sodelavcev (2012), ki so pokazali, da AMSC prav tako povzročijo zaustavitev 
celičnega cikla v fazi G0/G1, in sicer pri rakavih celicah hematopoetskega in 
nehematopoetskega izvora58.  
 
Prednost uporabe celic AM je tudi v tem, da bi jih lahko uporabili kot dostavno sredstvo za 
druge učinkovine, s čimer bi lahko dosegli večji protirakavi učinek. Bonomi in sodelavci 
(2015) so pokazali, da so AMSC sposobne privzema kemoterapevtika paklitaksela in nato 
kontroliranega sproščanja zdravila, s čimer so zavrle proliferacijo rakavih celic CFPAC-1192. 
Pomanjkljivost študije je sicer v tem, da niso ovrednotili vpliva samih AMSC na proliferacijo 
celic CFPAC-1, zato ne moremo vedeti do kolikšnega zmanjšanja proliferacije pride zaradi 
samih AMSC, koliko pa na račun izločanja paklitaksela. 
 
V naši študiji smo zabeležili precejšnjo heterogenost med biološkimi vzorci, kar lahko 
pripišemo heterogenosti med porodnicami in tudi heterogenosti med posameznimi predeli 
AM, saj smo v poskusih uporabili AEC in AMSC, izolirane iz celotne AM. Centurione in 
sodelavci (2018) so AM razdelili na štiri predele, ki potekajo od popkovine navzven: 
centralni predel (tik ob popkovini), intermediarni predel, periferni predel in zrcalni predel. 
Nato so AEC izolirali in pokazali, da se razlikujejo glede na predel, iz katerega so bile 
izolirane193. Druge študije so zabeležile precejšnjo heterogenost AM tudi pri izražanju genov 
in presnovi194-196, poleg tega pa so raziskovalci dokazali, da niso vse amnijske celice 
pluripotentne, temveč da označevalce pluripotentnosti (npr. SOX-2, OCT-4) izražata le 
subpopulaciji celic AEC in AMSC. Slednji subpopulaciji sta sposobni diferenciacije v celice 
vseh treh zarodnih plasti194,197. Heterogenost celic AM moramo upoštevati tudi pri 
načrtovanju uporabe AM v regenerativni medicini, saj bo dobro poznavanje razlik med 
subpopulacijami amnijskih celic prispevalo k bolj učinkoviti klinični uporabi AM198,199. 
 
5.2 Pripravki iz amnijske membrane delujejo protimikrobno na izbrane uropatogene 
bakterije 
Zaradi pojava in širjenja odpornosti bakterij proti antibiotikom, postaja zdravljenje okužb 
urinarnega trakta vedno bolj težavno138,200. Posledično obstaja velika potreba po razvoju 
novih protimikrobnih sredstev.  
 
Talmi in sodelavci so leta 1991 prvič poročali o protibakterijskemu učinku AM201. O 
protimikrobnem učinku koščkov AM, izvlečka AM ali kondicioniranega medija AM so 
poročale tudi druge raziskovalne skupine, ki so protimikrobni učinek AM dokazale na 
bakterijah vrst E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, S. saprophyticus 
idr. in glivah vrst Candida albicans, Fusarium solani, Aspergillus fumigatus, A. niger ter  
A. nidulans. Nekateri rezultati različnih avtorjev si nasprotujejo, saj kažejo pri isti bakterijski 
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vrsti nasproten učinek (prisotnost ali odsotnost protimikrobnega učinka) pripravka 
AM4,5,172,173,202-205.  
 
5.2.1 Koščki amnijske membrane ne povzročijo cone protimikrobnega učinka pri 
uropatogenih bakterijah 
Najprej smo testirali protimikrobni učinek koščkov AM, saj se AM v kliniki najpogosteje 
uporablja ravno v tej obliki. Ugotovili smo, da niti koščki svAM niti koščki kAM ne 
povzročijo cone protimikrobnega učinka pri nobeni izmed testiranih uropatogenih bakterij206. 
To je v skladu z našimi prejšnjimi rezultati, ki so pokazali, da koščki svAM in kAM ne 
delujejo protimikrobno na klinične seve UPEC240, sedaj pa smo to dokazali še na širokem 
naboru drugih po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijskih sevov. 
 
Kjaergaard in sodelavci (2001), Zare-Bidaki in sodelavci (2012), Tehrani in sodelavci (2013), 
Parthasarathy in sodelavci (2014) ter Tehrani in sodelavci (2017) so pokazali minimalni 
protimikrobni učinek svežih ali krioshranjenih koščkov AM172,203,204,207,208, vendar 
predpostavljamo, da je do protimikrobnega učinka prišlo zaradi poškodb AEC med 
ločevanjem amniona od horiona in nadaljnjim rokovanjem, zaradi česar so se protimikrobne 
učinkovine sprostile iz AEC. Postopki priprave AM niso standardizirani in menimo, da na 
račun tega prihaja tudi do odstopanj v rezultatih protimikrobne učinkovitosti različnih 
pripravkov AM. Navkljub temu, da koščki AM nimajo protimikrobnega učinka, je naša 
pretekla raziskava pokazala, da bi jih lahko uporabili kot sredstvo za dostavo zdravil. 
Dokazali smo, da koščki kAM omogočajo dober privzem antibiotika gentamicina209, podobno 
pa so za različne antibiotike pokazale tudi druge raziskovalne skupine210-214. Prednost 
uporabe koščkov AM za dostavo zdravil ni zgolj v omogočanju podaljšanega sproščanja 
zdravil, temveč tudi v drugih lastnostih AM, ki omogočajo boljšo regeneracijo tkiva.  
 
5.2.2 Homogenat amnijske membrane povzroči cono protimikrobnega učinka pri 
večini testiranih uropatogenih bakterij 
Pripravili smo sveže in krioshranjene homogenate AM in jih testirali na 25-tih sevih 
bakterijskih vrst, ki so znane kot povzročiteljice urinarnih okužb. Dokazali smo, da imajo 
homogenati AM močan protimikrobni učinek na 16 testiranih bakterijskih sevov v vseh 
opravljenih testiranjih, in sicer na bakterijske seve S. aureus, S. saprophyticus, MRSA, 
MRSA (klinični sev), UPEC DL88, UPEC DL90, UPEC DL94, UPEC DL101, UPEC 
DL102, E. coli DH5α, ESBL E. coli (klinični sev), M. morganii, P. rettgeri, K. pneumoniae, 
P. mirabilis in Enterobacter spp. Dodatno, homogenati AM imajo protimikrobni učinek na še 
4 bakterijske seve (A. baumannii, A. baumannii (klinični sev), ESBL K. pneumoniae, ESBL 
K. pneumoniae (klinični sev)), vendar le v določenem odstotku opravljenih testiranj, medtem 
ko protimikrobnega učinka nismo zabeležili pri 5 bakterijskih sevih (VRE, VRE (klinični 
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sev), P. aeruginosa, P. aeruginosa (klinični sev), S. marcescens). Glede na to, da koščki AM 
niso povzročili cone protimikrobnega učinka, homogenati AM pa so na izbrane uropatogene 
bakterije delovali protimikrobno, sklepamo, da so intrinzične protimikrobne učinkovine AM 
shranjene v amnijskih celicah in na komponentah zunajceličnega matriksa v stromi AM206.  
 
Ugotovili smo, da je obseg cone protimikrobnega učinka v veliki meri odvisen od načina 
priprave homogenata. Največjo cono protimikrobnega učinka je pri vseh dovzetnih 
bakterijskih sevih povzročil homogenat svAM, medtem ko so homogenati kAM povzročili 
manjšo cono protimikrobnega učinka. V primerjavi s homogenatom svAM je bila cona 
protimikrobnega učinka manjša za 17 % pri uporabi homogenata kAM (10 tednov pri  
–20 °C), za 21 % pri kAM (1 teden pri –80 °C) in za 36 % pri kAM (10 tednov pri –80 °C). 
Rezultati torej kažejo, da temperatura in čas shranjevanja pomembno vplivata na 
protimikrobno učinkovitost homogenatov AM. Dokazali smo, da pri dolgotrajnem 
shranjevanju pri –20 °C pride le do minimalnih izgub protimikrobnih učinkovin, kar je 
pomembno z vidika morebitne klinične uporabe, saj krioshranjeni pripravki omogočajo 
enostavnejšo klinično uporabo, kot pa sveži pripravki. 
 
Pri testiranju dovzetnosti bakterij za protimikrobne učinkovine zlati standard predstavljata 
dve skupini metod – difuzijske metode z uporabo agarja in dilucijske metode z uporabo 
agarja ali tekočega gojišča215-217. V tej raziskavi smo dokazali protimikrobno delovanje 
homogenatov AM na uropatogene bakterije z uporabo difuzijske metode s homogenatom na 
mehkem agarju, medtem ko smo nedavno objavili študijo, v kateri smo analizirali 
protimikrobno učinkovitost homogenata kAM na bakterijskih sevih UPEC DL94, S. aureus 
in S. marcescens z uporabo dilucijske metode v tekočem gojišču. Testirali smo neredčen 
homogenat kAM in homogenat kAM, ki je bil 2-krat ali 4-krat redčen s fiziološko raztopino. 
Ugotovili smo, da je imel neredčen homogenat kAM bakteriostatični učinek na UPEC DL 94 
in S. aureus, medtem ko je uporaba redčenega homogenata kAM povzročila bakteriocidni 
učinek. Homogenat kAM ni imel protimikrobnega učinka na S. marcescens218.  
 
Zelo pomemben je tudi rezultat, da homogenati AM delujejo protimikrobno tudi na določene 
bakterijske seve, ki so odporni proti večim antibiotikom. Dokazali smo močan protimikrobni 
učinek homogenatov AM na npr. klinični sev UPEC DL90, ki je odporen proti ampicilinu, 
kloramfenikolu, kanamicinu, streptomicinu, tetraciklinu, trimetoprimu, nalidiksični kislini, 
sulfametoksazolu/ trimetoprimu, metronidazolu, ciprofloksacinu in norfloksacinu  
(Priloga R)209,219,220. Prav tako so homogenati AM delovali protimikrobno na klinične seve 
UPEC DL94, UPEC DL101, DL102, standardni in klinični sev MRSA ter v 25–75 % 
testiranj na standardna in klinična sev A. baumannii ter ESBL K. pneumoniae, ki so odporni 
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proti večim antibiotikom. Na podlagi tega sklepamo, da bi bil homogenat AM lahko dober 
kandidat za zdravljenje okužb, ki jih povzročajo večkratno odporne bakterije. 
 
5.2.3 Homogenat amnijske membrane deluje protimikrobno na z bakterijami okužene 
modele normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro 
Okužbe urinarnega trakta predstavljajo več kot 30 % vseh bolnišničnih okužb221. 
Najpogostejši povzročitelj okužb urinarnega trakta je še vedno UPEC, vendar hkrati narašča 
število okužb, ki jih povzroča S. aureus222. V bolnišničnem okolju postaja vedno 
pomembnejši uropatogen tudi MRSA222-224.  
 
Okužba z MRSA vodi v daljše hospitalizacije, povišanje stroškov zdravljenja in slabšo 
prognozo za bolnika225. Problematično je predvsem dejstvo, da kar 22 % bolnikov, pri katerih 
so odkrili MRSA v urinu, v 12 mesecih od postavitve diagnoze razvije invazivno okužbo z 
MRSA226, kot je npr. endokarditis, osteomielitis in okužbe kože ter mehkih tkiv227. 
Posledično je potrebno zdraviti tako simptomatske kot tudi asimptomatske bolnike, pri 
katerih so odkrili MRSA v urinu, še posebej pa je to pomembno za bolnike, ki potrebujejo 
operativno zdravljenje222,228. Obstaja torej velika potreba po razvoju novih protimikrobnih 
učinkovin, saj je trenutno zdravljenje močno omejeno zaradi številnih odpornosti proti 
antibiotikom, ki so značilne za MRSA. 
 
Testiranje protimikrobnega učinka homogenatov svAM in kAM z difuzijsko metodo na 
mehkem agarju je pokazalo, da imajo homogenati AM močan protimikrobni učinek na 
bakterije MRSA, navkljub temu, da je sicer ta sev odporen proti trimetoprimu/ 
sulfametaskazolu, klindamicinu, eritromicinu, penicilinu in cefoksitinu ter dovzeten le za 
linozolid. Zaradi tega smo nadaljevali z vrednotenjem protimikrobnega učinka homogenatov 
kAM v modelih normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro. Ugotovili smo, da 
homogenat kAM statistično značilno zniža koncentracijo bakterij. Koncentracija bakterij je 
po tretiranju padla celo pod vrednost inokuluma, kar nakazuje na baktericidno delovanje 
homogenata kAM. To je skladno z rezultati študije naše raziskovalne skupine, v kateri smo 
dokazali, da dvakrat do štirikrat redčeni homogenat kAM deluje baktericidno na UPEC DL94 
in S. aureus218. 
 
Ugotovili smo, da kratkotrajno (3-urno) tretiranje celičnih modelov urotelija ne vpliva na 
viabilnost in ultrastrukturo urotelija. Ti rezultati nakazujejo, da bi uporaba AM pomembno 
znižala koncentracijo bakterij, medtem ko ne bi toksično delovala na epitelijske celice, kar je 
pomankljivost uporabe določenih antibiotikov, saj npr. fluorokinoloni v evkarionskih celicah 
inducirajo zaustavitev celičnega cikla v fazi S ali na prehodu S/G2 ter vodijo evkariontske 
celice v apoptozo229. Po drugi strani je naša raziskovalna skupina pokazala, da večkratna 
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aplikacija homogenatov AM (npr. 3 dni zapored po 2 uri dnevno) povzroči luščenje rakavih 
celic238, medtem ko ne povzroči luščenja celic dNPU, kar pomeni, da bi bilo smiselno 
proučiti možnost uporabe homogenatov AM pri zdravljenju bolnikov, ki imajo hkrati okužbo 
in raka sečnega mehurja.  
 
5.3 Doprinos k znanosti  
5.3.1 Pripravki iz amnijske membrane kot potencialno protirakavo zdravilo 
Incidenca raka sečnega mehurja se povečuje in njeno rast zaradi staranja prebivalstva 
pričakujemo tudi v prihodnosti230. Posledično obstaja potreba po razvoju novih pristopov za 
zdravljenje raka sečnega mehurja, ki bodo uspešneje preprečevali napredovanje bolezni v 
mišično invazivno obliko. Hipotezo, da nosilci iz AM prispevajo k mezenhimsko-epitelijski 
transformaciji rakavih urotelijskih celic, medtem ko homogenat AM in pluripotentne 
amnijske celice zmanjšajo preživetje in proliferacijo rakavih urotelijskih celic, smo delno 
potrdili, saj nosilci iz AM prispevajo k mezenhimsko-epitelijski transformaciji rakavih 
urotelijskih celic, medtem ko so homogenat AM ter amnijske celice zmanjšajo proliferacijo, 
vendar ne zmanjšajo preživetja rakavih urotelijskih celic. 
 
Ugotovili smo, da vsi pripravki iz AM zavirajo proliferacijo rakavih urotelijskih celic in 
vplivajo na njihov fenotip. Pomemben doprinos k znanosti predstavlja ugotovitev, da mišično 
invazivne celice T24 niso sposobne invazije v zunajcelični matriks AM. Ta rezultat je zelo 
pomemben z vidika klinične uporabe nosilcev iz AM, saj ravno zmožnost rakavih celic za 
invazijo bistveno poslabša prognozo. Poleg tega je ključna tudi ugotovitev, da homogenat 
AM vpliva na celične stike rakavih celic, in sicer homogenat AM povzroči luščenje rakavih 
celic in tudi preprečuje njihovo pritrjanje na podlago, kar ima velik potencial za klinično 
uporabo.  
 
Novost doktorske naloge je tudi v metodološkem pristopu, saj smo prvič z vrstično in 
presevno elektronsko mikroskopijo pokazali, kakšen je učinek pripravkov iz AM na 
ultrastrukturo rakavih celic, poleg tega pa je to tudi prva študija, kjer je bila izvedena analiza 
protirakavega delovanja različnih pripravkov iz AM na isti celični liniji. Analizirali smo tudi 
vpliv pripravkov iz AM na normalne prašičje urotelijske celice, kar bo služilo kot izhodišče 
za nadaljnje študije, ki bodo vrednotile varnost uporabe AM v urologiji. 
 
5.3.1.1 Vpogled v prihodnje študije 
Pri rakavih obolenjih je več kot 90 % smrtnih primerov posledica invazije celic in nastanka 
metastaz231 in zato bi morala pri zdravljenju raka pomembno vlogo igrati zdravila, ki rakavim 
celicam onemogočajo invazijo v zunajcelični matriks232. Nedavno je skupina raziskovalcev 
predlagala termin “migrastatiki” za opis učinkovin, ki omejujejo invazivnost in s tem 
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sposobnost rakavih celic za metastaziranje232,233. V tej luči vidimo pomembno vlogo nosilcev 
iz AM, ki preprečujejo razgradnjo bazalne lamine in vstop v stromo. Pripravke iz AM bi 
lahko opisali tudi kot multifaktorske učinkovine, saj zavirajo proliferacijo, vplivajo na 
pritrjanje in dinamiko rasti rakavih urotelijskih celic ter njihov fenotip.  
 
Jerman in sodelavci (2014) so že dokazali, da je AM primeren nosilec za urotelijske celice, 
saj spodbuja proliferacijo in diferenciacijo normalnih urotelijskih celic93. Poleg tega so 
potencial uporabe AM v urologiji pokazale tudi študije in vivo, iz katerih je razvidno, da AM 
pospešuje regeneracijo tkiva in zavira brazgotinjenje89-91,94,95. Na podlagi tega sklepamo, da 
bi lahko AM uporabili kot protirakavo učinkovino, ki bi hkrati prispevala tudi k regeneraciji 
normalnega urotelija, vendar bodo potrebne dodatne študije in vivo, ki bodo proučile, kateri 
pripravek iz AM bi najbolj uspešno povzročil odstranitev rakavih, preprečil njihovo migracijo 
in omogočal regeneracijo normalnih urotelijskih celic.  
 
5.3.2 Pripravki iz amnijske membrane kot potencialno protimikrobno zdravilo 
V doktorski nalogi smo prvič ovrednotili vpliv pripravkov iz AM, t. j. koščkov iz AM in 
homogenatov AM, na uropatogene bakterije. Hipotezo, da ob uporabi koščka ali homogenata 
AM nastane cona protimikrobnega učinka pri uropatogenih bakterijah, smo delno potrdili, saj 
do nastanka cone protimikrobnega učinka pride le ob uporabi homogenatov AM ne pa tudi 
koščkov AM. Homogenat AM deluje protimikrobno na 16 od 25 testiranih sevov bakterijskih 
vrst.  
 
Dokazali smo, da homogenati AM delujejo protimikrobno na širok nabor po Gramu 
pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijskih sevov, med drugim tudi na določene 
bakterijske seve, ki so odporni proti večim antibiotikom. Poleg tega smo identificirali tudi 
več bakterijskih sevov, na katere homogenati AM nimajo protimikrobnega učinka. Te 
ugotovitve bodo prispevale k identifikaciji mehanizma protimikrobnega delovanja 
homogenatov AM. 
 
Pomemben doprinos k znanosti predstavlja tudi ugotovitev, kako način priprave in 
shranjevanja pripravkov iz AM vplivata na ohranjanje protimikrobnih učinkovin, saj je to 
zelo pomembno z vidika optimalne uporabe pripravkov iz AM v kliniki. Poleg tega smo 
ovrednotili tudi vpliv uporabe AM na modelih normalnega in rakavo spremenjenega urotelija, 
okuženega z MRSA, s čimer smo ovrednotili tako protimikrobno delovanje AM v bolj 
kompleksnem mikrookolju, kot tudi vpliv homogenata na evkariontske celice. Ta študija 
predstavlja prvi korak v smeri analize varnosti uporabe AM kot protimikrobnega sredstva, 
kar je ključnega pomena, ko razmišljamo o translaciji v klinično okolje. 
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5.3.2.1 Vpogled v prihodnje študije 
Homogenati AM so se v razmerah in vitro izkazali za zelo učinkovite, naslednji korak pa 
predstavlja študija na živalih, v katerih bomo homogenate AM aplicirali intravezikalno z 
namenom zdravljenja ponavljajočih se okužb urinarnega trakta in okužb z bakterijami, 
odpornimi proti večim antibiotikom. Intravezikalna aplikacija antibiotikov učinkoviteje 
zmanjša število bakterij in ima za posledico manj stranskih učinkov kot sistemska aplikacija 
antibiotikov234.  
 
Uporaba homogenatov AM ima številne prednosti, kot so npr. enostavnost priprave in nizki 
stroški, širokospektralno protimikrobno delovanje ter druge lastnosti AM, kot so npr. 
spodbujanje epitelizacije, pro- in anti-angiogeno delovanje ter nizka imunogenost. Morebitne 
izzive uporabe homogenatov AM predstavlja omejen rok trajanja, možnost razvoja 
odpornosti proti homogenatu AM in heterogenost med biološkimi ponovitvami AM. Dodatna 
prednost za uporabo AM v regenerativni medicini pa je tudi njen biološki izvor, saj pri 
uporabi presadkov biološkega izvora redkeje pride do razvoja okužb kot pri uporabi 
presadkov sintetičnega izvora235,236. Homogenati AM imajo torej potencial kot protimikrobno 
zdravilo, vendar bodo potrebne nadaljnje raziskave, ki bodo razkrile, katere učinkovine 
delujejo protimikrobno v AM, kar bo olajšalo standardizacijo protimikrobnih pripravkov iz 
AM in povečalo njihovo varnost. 
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6 SKLEPI IN ZAKLJUČEK 
 
Najpomembnejše ugotovitve doktorskega dela lahko strnemo v naslednje sklepe: 
I. Nosilci eAM, dAM in sAM zavirajo proliferacijo in zmanjšajo invazivni potencial 
rakavih urotelijskih celic ter prispevajo k njihovi mezenhimsko-epitelijski 
transformaciji. 
II. Homogenat AM zavira proliferacijo in povzroča luščenje rakavih urotelijskih celic ter 
preprečuje njihovo pritrjanje na podlago. 
III. AEC in AMSC zavirajo proliferacijo rakavih urotelijskih celic. 
IV. Koščki AM ne povzročijo cone protimikrobnega učinka pri nobenem izmed testiranih 
sevov bakterijskih vrst, ki so znane kot povzročiteljice urinarnih okužb. 
V. Homogenat AM povzroči cono protimikrobnega učinka pri testiranih sevih S. aureus,  
S. saprophyticus, MRSA, MRSA (klinični sev), UPEC DL88, UPEC DL90, UPEC 
DL94, UPEC DL101, UPEC DL102, E. coli DH5α, ESBL E. coli (klinični sev),  
M. morganii, P. rettgeri, K. pneumoniae, P. mirabilis in Enterobacter spp.  
VI. Način priprave in shranjevanja ter volumen nanosa vplivajo na obseg protimikrobnega 
učinka homogenata AM. 
VII. Homogenat AM deluje protimikrobno na z MRSA okužene modele normalnega in 
rakavo spremenjenega urotelija in vitro. 
 
V doktorski nalogi smo prvič ovrednotili vpliv pripravkov iz AM na rakave urotelijske celice 
in uropatogene bakterije, in sicer smo dokazali, da nosilci iz AM, homogenat AM in celice 
AM v razmerah in vitro nanje delujejo protirakavo ter protimikrobno. Naša študija 
pomembno prispeva k razumevanju mehanizma protirakavega in protimikrobnega delovanja 
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ponovitev znotraj poskusa 
Analiza ultrastrukture svAM in 
kAM 
svAM (SEM) 2 1/2, 2/2 
kAM (SEM) 4 1/1, 2/2, 3/1, 4/2 
svAM (TEM) 2 1/1, 2/1 
kAM (TEM) 2 1/1, 2/1 
Vpliv nosilcev iz AM na rakave urotelijske celice 
Imunooznačevanje kolagena IV 
eAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
dAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
sAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
Imunooznačevanje N-kadherina 
eAM+T24 5 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1 
dAM+T24 5 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1 
sAM+T24 5 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1 
PAS reakcija 
eAM+T24 1  1/1 
dAM+T24 1  1/1 
sAM+T24 1  1/1 
Želatinska cimografija 
eAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
dAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
sAM+T24 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
eAM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
dAM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
sAM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
T24+sintetični nosilec 5 1/1, 2/1, 3/3, 4/3, 5/3 
Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 
Imaging Kit 
eAM+T24 3 1/1, 2/1, 3/1 
dAM+T24 3 1/1, 2/1, 3/1 
sAM+T24 3 1/1, 2/1, 3/1 
T24+sintetični nosilec 3 1/1, 2/1, 3/1 
Ultrastruktura celic T24 na nosilcih 
iz AM 
  
eAM+T24 - SEM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
dAM+T24 - SEM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
sAM+T24 - SEM 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
T24+sintetični nosilec - 
SEM 
4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
eAM+T24 - TEM 3 1/1, 2/1, 3/1 
dAM+T24 - TEM 3 1/1, 2/1, 3/1 
sAM+T24 - TEM 3 1/1, 2/1, 3/1 
T24+sintetični nosilec - 
TEM 
3 1/1, 2/1, 3/1 
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Vpliv homogenata AM na rakave urotelijske celice 
Vpliv homogenata kAM na 
preraščenost nosilcev s celicami 
T24, ddNPU, dNPU 
T24 3 1/3, 2/6, 3/4 
dNPU 3 1/3, 2/6, 3/4 
ddNPU 3 1/3, 2/4, 3/4 
Click-it Plus EdU Alexa Fluor 488 
Imaging Kit 
T24 2 1/3, 2/3 
Ultrastruktura celic T24/ ddNPU/ 
dNPU, tretiranih s homogenatom 
kAM (SEM) 
T24+homogenat kAM 2 1/1, 2/1 
ddNPU+homogenat 
kAM 
2 1/1, 2/1 
dNPU+homogenat kAM 2 1/1, 2/1 
T24 2 1/1, 2/1 
ddNPU 2 1/1, 2/1 
dNPU 2 1/1, 2/1 
Vpliv homogenata kAM na 
pritrditev celic T24 na nosilec ob 
nasajanju celic 
T24+homogenat kAM 1  1/3 
T24 1  1/3 
Vpliv amnijskih celic na rakave urotelijske celice 
Analiza inkorporacije timidina 
T24+AEC (1:1) 4 1/3, 2/3, 3/3, 4/3 
T24+AEC (1:4) 4 1/3, 2/3, 3/3, 4/3 
T24+AMSC (1:1) 5 1/3, 2/3, 3/3, 4/3, 5/3 
T24+AMSC (1:4) 5 1/3, 2/3, 3/3, 4/3, 5/3 
T24+CFPAC-1 (1:1) 3 1/3, 2/3, 3/3 
T24+CFPAC-1 (1:4) 3 1/3, 2/3, 3/3 
Analiza vpliva celic AM na 
ultrastrukturo celic T24 
T24+AEC (1:1) - SEM 2 1/1, 2/1 
T24+AEC (1:4) - SEM 2 1/1, 2/1 
T24+AMSC (1:1) - 
SEM 
2 1/1, 2/1 
T24+AMSC (1:4) - 
SEM 
2 1/1, 2/1 
T24+CFPAC-1 (1:1) - 
SEM 
2 1/1, 2/1 
  
T24+CFPAC-1 (1:4) - 
SEM 
2 1/1, 2/1 
Analiza vpliva celic AM na 
ultrastrukturo celic T24 
T24+AEC (1:1) - TEM 2 1/1, 2/1 
  T24+AEC (1:4) - TEM 2 1/1, 2/1 
  T24+AMSC (1:1) - 
TEM 
2 1/1, 2/1 
  T24+AMSC (1:4) - 
TEM 
2 1/1, 2/1 
Vpliv koščkov in homogenata AM na uropatogene bakterije 
Difuzijska metoda s koščkom 








MRSA (klinični sev) 3 1/3, 2/3, 3/3 
S. aureus 3 1/3, 2/3, 3/3 
MRSA 3 1/3, 2/3, 3/3 
S. saprophyticus 3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL E. coli (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
M. morganii 3 1/3, 2/3, 3/3 
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Difuzijska metoda s koščkom 
svAM v mehkem agarju 
P. rettgeri 3 1/3, 2/3, 3/3 
K. pneumoniae 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. mirabilis 3 1/3, 2/3, 3/3 
Enterobacter spp. 3 1/3, 2/3, 3/3 
A. baumannii 3 1/3, 2/3, 3/3 
A. baumannii (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL K. pneumoniae 3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL K. pneumoniae 
(klinični sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
VRE 3 1/3, 2/3, 3/3 
VRE (klinični sev) 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. aeruginosa 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. aeruginosa (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
S. marcescens 3 1/3, 2/3, 3/3 
Difuzijska metoda s koščkom kAM 
v mehkem agarju 
MRSA (klinični sev) 3 1/3, 2/3, 3/3 
S. aureus 3 1/3, 2/3, 3/3 
MRSA 3 1/3, 2/3, 3/3 
S. saprophyticus 3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL E. coli (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
M. morganii 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. rettgeri 3 1/3, 2/3, 3/3 
K. pneumoniae 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. mirabilis 3 1/3, 2/3, 3/3 
Enterobacter spp. 3 1/3, 2/3, 3/3 
A. baumannii 3 1/3, 2/3, 3/3 
A. baumannii (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL K. pneumoniae 3 1/3, 2/3, 3/3 
ESBL K. pneumoniae 
(klinični sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
VRE 3 1/3, 2/3, 3/3 
VRE (klinični sev) 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. aeruginosa 3 1/3, 2/3, 3/3 
P. aeruginosa (klinični 
sev) 
3 1/3, 2/3, 3/3 
S. marcescens 3 1/3, 2/3, 3/3 
Difuzijska metoda s homogenatom 







MRSA (klinični sev) 3 1/6, 2/6, 3/6 
S. aureus 3 1/6, 2/6, 3/6 
MRSA 3 1/6, 2/6, 3/6 
S. saprophyticus 3 1/6, 2/6, 3/6 
UPEC DL94 3 1/6, 2/6, 3/6 
UPEC DL90 3 1/6, 2/6, 3/6 
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Difuzijska metoda s homogenatom 
svAM na mehkem agarju 
UPEC DL101 3 1/6, 2/6, 3/6 
ESBL E. coli (klinični 
sev) 
3 1/6, 2/6, 3/6 
M. morganii 3 1/6, 2/6, 3/6 
UPEC DL102 3 1/6, 2/6, 3/6 
E. coli DH5α 3 1/6, 2/6, 3/6 
P. rettgeri 3 1/6, 2/6, 3/6 
UPEC DL88 3 1/6, 2/6, 3/6 
K. pneumoniae 3 1/6, 2/6, 3/6 
P. mirabilis 3 1/6, 2/6, 3/6 
Enterobacter spp. 3 1/6, 2/6, 3/6 
A. baumannii 3 1/6, 2/6, 3/6 
A. baumannii (klinični 
sev) 
3 1/6, 2/6, 3/6 
ESBL K. pneumoniae 3 1/6, 2/6, 3/6 
ESBL K. pneumoniae 
(klinični sev) 
3 1/6, 2/6, 3/6 
VRE 3 1/6, 2/6, 3/6 
VRE (klinični sev) 3 1/6, 2/6, 3/6 
P. aeruginosa 3 1/6, 2/6, 3/6 
P. aeruginosa (klinični 
sev) 
3 1/6, 2/6, 3/6 
S. marcescens 3 1/6, 2/6, 3/6 
Difuzijska metoda s homogenatom 
kAM (1 teden pri -80 °C) na 
mehkem agarju 
MRSA (klinični sev) 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
S. aureus 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
MRSA 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
S. saprophyticus 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
UPEC DL94 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
UPEC DL90 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
UPEC DL101 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
ESBL E. coli (klinični 
sev) 
4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
M. morganii 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
UPEC DL102 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
E. coli DH5α 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
P. rettgeri 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
UPEC DL88 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
K. pneumoniae 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
P. mirabilis 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
Enterobacter spp. 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
A. baumannii 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
A. baumannii (klinični 
sev) 
4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
ESBL K. pneumoniae 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
ESBL K. pneumoniae 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
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Difuzijska metoda s homogenatom 
kAM (10 tednov pri -80 °C) na 
mehkem agarju 
VRE 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
VRE (klinični sev) 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
P. aeruginosa 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
P. aeruginosa (klinični 
sev) 
4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
S. marcescens 4 1/6, 2/3, 3/3,4/6 
S. aureus 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
S. saprophyticus 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
UPEC DL94 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
UPEC DL90 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
UPEC DL101 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
M. morganii 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
UPEC DL102 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
E. coli DH5α 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
P. rettgeri 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
UPEC DL88 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
K. pneumoniae 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
P. mirabilis 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
Enterobacter spp. 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
S. marcescens 5 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6 
Difuzijska metoda s homogenatom 
kAM (10 tednov pri -20 °C) na 
mehkem agarju 
S. aureus 3 1/3, 2/3, 3/6 
S. saprophyticus 3 1/3, 2/3, 3/6 
UPEC DL94 3 1/3, 2/3, 3/6 
UPEC DL90 3 1/3, 2/3, 3/6 
UPEC DL101 3 1/3, 2/3, 3/6 
M. morganii 3 1/3, 2/3, 3/6 
UPEC DL102 3 1/3, 2/3, 3/6 
E. coli DH5α 3 1/3, 2/3, 3/6 
P. rettgeri 3 1/3, 2/3, 3/6 
UPEC DL88 3 1/3, 2/3, 3/6 
K. pneumoniae 3 1/3, 2/3, 3/6 
P. mirabilis 3 1/3, 2/3, 3/6 
Enterobacter spp. 3 1/3, 2/3, 3/6 
S. marcescens 3 1/3, 2/3, 3/6 
Difuzijska metoda z antibiotiki na 
mehkem agarju 
MRSA – trimetoprim/ 
sulfametoksazol 
1 01.mar 
MRSA – klindamicin  1 01.mar 
MRSA – eritromicin  1 01.mar 
MRSA – cefoksitin  1 01.mar 
MRSA – penicilin  1 01.mar 
MRSA – linezolid  1 01.mar 
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Vpliv homogenata AM na modele normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro 
Analiza števila bakterij 
T24+MRSA 4 1/2, 2/2, 3/2, 4/2 
T24+MRSA+homogenat 
kAM 
4 1/2, 2/2, 3/2, 4/2 
dNPU+MRSA 4 1/2, 2/2, 3/2, 4/2 
dNPU+MRSA+homoge
nat kAM 
4 1/2, 2/2, 3/2, 4/2 
MRSA (inokulum) 4 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 
Analiza viabilnosti celic T24 in 
dNPU 
T24 3 1/2, 2/2, 3/2 
dNPU 3 1/2, 2/2, 3/2 
Analiza ultrastrukture celic T24 in 
dNPU 
T24 (SEM) 3 1/2, 2/2, 3/2 
T24 (TEM) 3 1/1, 2/1, 3/1 
dNPU (SEM) 3 1/2, 2/2, 3/2 
dNPU (TEM) 3 1/1, 2/1, 3/1 
 
Priloga B: Statistična analiza deleža proliferirajočih celic T24 in števila celic T24, 
rastočih na nosilcih iz amnijske membrane in na sintetičnih nosilcih. Prikazana je analiza 
variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično 
značilne; te vrednosti so v preglednici označene z oranžno barvo. DF – prostostna stopnja 
(angl. degrees of freedom). 
 
 % proliferirajočih celic T24 Število celic T24 
Tukeyjev post hoc test p-vrednost DF p-vrednost DF 
1. dan 
eAM+T24 vs. dAM+T24 0,9969 71 0,7989 106 
eAM+T24 vs. sAM+T24 0,6635 71 < 0,0001 106 
eAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0029 71 0,0042 106 
dAM+T24 vs. sAM+T24 0,7294 71 < 0,0001 106 
dAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0018 71 0,0455 106 
sAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0338 71 0,0511 106 
2. dan 
eAM+T24 vs. dAM+T24 0,0024 106 0,0049 106 
eAM+T24 vs. sAM+T24 0,0224 106 0,0428 106 
eAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 < 0,0001 106 0,001 106 
dAM+T24 vs. sAM+T24 0,8853 106 0,8775 106 
dAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0017 106 0,8384 106 
sAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0002 106 0,4397 106 
3. dan 
eAM+T24 vs. dAM+T24 0,0003 63 0,4155 84 
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eAM+T24 vs. sAM+T24 0,8501 63 0,0086 84 
eAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 < 0,0001 63 < 0,0001 84 
dAM+T24 vs. sAM+T24 0,0003 63 0,3908 84 
dAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,9502 63 < 0,0001 84 
sAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,0002 63 0,0043 84 
7. dan 
eAM+T24 vs. dAM+T24 < 0,0001 86 0,4169 106 
eAM+T24 vs. sAM+T24 < 0,0001 86 0,0001 106 
eAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 0,9638 86 0,0002 106 
dAM+T24 vs. sAM+T24 < 0,0001 86 0,0228 106 
dAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 < 0,0001 86 0,0220 106 
sAM+T24 vs. sintetični nosilec+T24 < 0,0001 86 0,9886 106 
 
Priloga C: Preraščenost sintetičnih nosilcev s celicami T24, ddNPU in dNPU od 0. do 28. 
dne poskusa. Podatki so prikazani kot odstotek preraščenosti sintetičnega nosilca ± SE. 
 
% preraščenosti nosilca ± SE T24 
ddNPU + homogenat 
kAM 
dNPU + homogenat 
kAM 
Hranilni medij 0. dan 99,98 ± 0,01 95,81 ± 1,14 99,26 ± 0,24 
Homogenat 
kAM 
1. dan 3,88 ± 0,78 81,90 ± 3,86 99,75 ± 0,13 
2. dan 1,00 ± 0,11 71,85 ± 4,62 99,66 ± 0,18 
3. dan 0,34 ± 0,05 59,54 ± 5,08 99,12 ± 0,33 
7. dan 0,27 ± 0,04 65,06 ± 5,39 99,31 ± 0,21 
Hranilni medij 
14. dan 2,46 ± 0,77 90,93 ± 4,11 99,58 ± 0,20 
21. dan 51,08 ± 5,88 99,04 ± 0,44 99,20 ± 0,27 
28. dan 86,66 ± 4,40 99,58 ± 0,18 99,57 ± 0,22 
 
Priloga D: Statistična analiza preraščenosti nosilcev s celicami T24, ddNPU in dNPU od 
0. do 28. dneva poskusa. Prikazana je analiza variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali  
p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično značilne; te vrednosti so v preglednici označene z 
oranžno barvo. DF – prostostna stopnja (angl. degrees of freedom). 
 
Tukeyjev post hoc test p-vrednost DF 
dNPU (0.–28. dan) vs. ddNPU (0.–28. dan) < 0.0001 1060 
dNPU (0.–28. dan) vs. T24 (0.–28. dan) < 0.0001 1060 
ddNPU (0.–28. dan) vs. T24 (0.–28. dan) < 0.0001 1060 
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T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan 0.006 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan 0.9995 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan 0.8818 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.5827 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
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T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. T24 + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. T24 + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. T24 + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. T24 + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. T24 + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
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T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. T24 + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. T24 + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
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T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. T24 + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan 0.7782 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan 0.0211 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 0. dan 0.4402 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan 0.0125 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan 0.4153 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan 0.326 1040 
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T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan 0.0332 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan 0.028 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan 0.0308 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan 0.0526 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan 0.0439 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.9974 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan 0.1548 1040 
T24 + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan 0.1185 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 1. dan 0.0172 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 2. dan 0.6107 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan 0.0038 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan 0.9522 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan 0.0348 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan 0.0228 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan 0.0004 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan 0.0003 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan 0.0004 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan 0.0008 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan 0.0006 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.4543 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan 0.0049 1040 
ddNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan 0.0033 1040 
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ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 3. dan 0.2028 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan 0.9886 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan 0.0071 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 7. dan 0.9994 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan < 0.0001 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 21. dan 0.9971 1040 
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ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan 0.9929 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan 0.9619 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan 0.9412 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan 0.9469 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan 0.9735 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan 0.9659 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan 0.9873 1040 
ddNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan 0.9784 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. ddNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.9946 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 0. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.986 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
ddNPU + homogenat kAM 28. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 1. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.8465 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 0. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 2. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.7948 1040 
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dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 1. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 3. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.8115 1040 
dNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 2. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 7. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.8961 1040 
dNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 3. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 14. dan 0.8703 1040 
dNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 7. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
dNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 21. dan 0.9631 1040 
dNPU + homogenat kAM 14. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan 0.938 1040 
dNPU + homogenat kAM 21. dan vs. dNPU + homogenat kAM 28. dan > 0.9999 1040 
 
Priloga E: Delež proliferirajočih celic T24 in število celic T24 pred tretiranjem (0. dan) 
in med tretiranjem (1.–7. dan) s homogenatom amnijske membrane. Podatki so prikazani 
kot odstotek proliferirajočih celic ± SE. 
 
  0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 7. dan 
Proliferirajoče celice  
(% ± SE) 
17,82 ± 0,70 8,64 ± 1,16 15,68 ± 3,75 12,59 ± 2,91 21,34 ± 2,66 
Število celic ± SE 430,22 ± 4,17 110,69 ± 22,00 33,73 ± 6,64 29,89 ± 10,02 23,03 ± 2,43 
 
Priloga F: Statistična analiza deleža proliferirajočih celic T24 in števila celic. Prikazana 
je analiza variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot 
statistično značilne; te vrednosti so v preglednici označene z oranžno barvo. DF – prostostna 
stopnja (angl. degrees of freedom). 
 
 Delež proliferirajočih celic T24 Število celic T24 
 Tukeyjev post hoc test 
 p-vrednost DF p-vrednost DF 
0. dan vs. 1. dan 0.0149 148 < 0.0001 150 
0. dan vs. 2. dan 0.954 148 < 0.0001 150 
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0. dan vs. 3. dan 0.3229 148 < 0.0001 150 
0. dan vs. 7. dan 0.8919 148 < 0.0001 150 
1. dan vs. 2. dan 0.3924 148 0.0061 150 
1. dan vs. 3. dan 0.7065 148 < 0.0001 150 
1. dan vs. 7. dan 0.0006 148 < 0.0001 150 
2. dan vs. 3. dan 0.9373 148 0.9998 150 
2. dan vs. 7. dan 0.6129 148 0.9889 150 
3. dan vs. 7. dan 0.0423 148 0.9946 150 
 
Priloga G: Preraščenost sintetičnih nosilcev s celicami T24, nasajenimi in gojenimi v 
homogenatu amnijske membrane ali hranilnem mediju. Podatki so prikazani kot odstotek 
preraščenosti sintetičnega nosilca ± SE. 
 
  1. dan 2. dan 3. dan 7. dan 
  T24 + homogenat kAM 
Odstotek preraščenosti 
nosilca (% ± SE) 
0,090 ± 0,006 0,008 ± 0,003 0,007 ± 0,003 0.002 ± 0,001 
  T24 + hranilni medij brez homogenata kAM 
  1. dan 2. dan 3. dan 7. dan 
Odstotek preraščenosti 
nosilca (% ± SE) 
55,89 ± 2,202 93,31 ± 1,88 99,67 ± 0,14 99,97 ± 0,02 
 
Priloga H: Statistična analiza preraščenosti nosilca s celicami T24, rastočimi v 
homogenatu amnijske membrane ali hranilnem mediju. Prikazana je analiza variance 
(ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično značilne; te 
vrednosti so v preglednici označene z oranžno barvo. DF – prostostna stopnja (angl. degrees 
of freedom). 
 
Tukeyjev post hoc test p-vrednost DF 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24+homogenat kAM 2. dan > 0,9999 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24+homogenat kAM 3. dan > 0,9999 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24+homogenat kAM 7. dan > 0,9999 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24 1. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24 2. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24 3. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 1. dan vs. T24 7. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24+homogenat kAM 3. dan > 0,9999 127 
T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24+homogenat kAM 7. dan > 0,9999 127 
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T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24 1. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24 2. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24 3. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 2. dan vs. T24 7. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 3. dan vs. T24+homogenat kAM 7. dan > 0,9999 127 
T24+homogenat kAM 3. dan vs. T24 1. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 3. dan vs. T24 2. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 3. dan vs. T24 3. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 3. dan vs. T24 7. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 7. dan vs. T24 1. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 7. dan vs. T24 2. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 7. dan vs. T24 3. dan < 0,0001 127 
T24+homogenat kAM 7. dan vs. T24 7. dan < 0,0001 127 
T24 1. dan vs. T24 2. dan < 0,0001 127 
T24 1. dan vs. T24 3. dan < 0,0001 127 
T24 1. dan vs. T24 7. dan < 0,0001 127 
T24 2. dan vs. T24 3. dan 0,4025 127 
T24 2. dan vs. T24 7. dan 0,3416 127 
T24 3. dan vs. T24 7. dan > 0,9999 127 
 
 
Železnik Ramuta T. Analiza učinka pripravkov iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice in uropatogene bakterije. 




Priloga I: Analiza vpliva načina priprave in shranjevanja na protimikrobni učinek homogenatov amnijske membrane. Podatki so 





kAM (1 teden pri –80°C) 
Homogenat  
kAM (10 tednov pri –80°C) 
Homogenat  
kAM (10 tednov pri –20°C) 
5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 
S. aureus 16,0 ± 0,2 19,0 ± 0,3 12,3 ± 0,4 16,1 ± 0,4 10,2 ± 0,6 14,5 ± 0,3 14,3 ± 0,5 17,7 ± 0,4 
S. saprophyticus 8,2 ± 0,4 10,2 ± 0,4 6,1 ± 0,3 8,5 ± 0,6 4,3 ± 0,5 8,1 ± 0,5 6,8 ± 0,7 9,3 ± 0,3 
UPEC DL94 7,6 ± 0,2 9,5 ± 0,2 5,3 ± 0,2 7,7 ± 0,3 5,5 ± 0,2 7,0 ± 0,2 5,7 ± 0,4 8,5 ± 0,2 
E. coli DH5α 6,1 ± 0,2 8,2 ± 0,2 5,3 ± 0,2 7,2 ± 0,2 3,6 ± 0,4 5,4 ± 0,4 4,8 ± 0,2 7,1 ± 0,1 
M. morganii 6,3 ± 0,1 8,1 ± 0,2 4,9 ± 0,1 6,9 ± 0,2 3,7 ± 0,3 5,9 ± 0,2 5,0 ± 0,5 7,2 ± 0,1 
P. rettgeri 6,1 ± 0,2 7,8 ± 0,2 4,5 ± 0,3 6,4 ± 0,1 3,1 ± 0,3 4,9 ± 0,4 5,2 ± 0,4 7,0 ± 0,1 
UPEC DL102 6,1 ± 0,1 7,8 ± 0,2 4,9 ± 0,2 6,8 ± 0,2 4,4 ± 0,1 6,0 ± 0,2 3,8 ± 0,3 6,9 ± 0,1 
UPEC DL90 5,8 ± 0,2 7,6 ± 0,1 3,4 ± 0,2 5,3 ± 0,3 1,8 ± 0,3 4,1 ± 0,3 4,3 ± 0,3 6,0 ± 0,2 
UPEC DL101 6,5 ± 0,3 7,6 ± 0,2 4,6 ± 0,1 6,1 ± 0,2 3,2 ± 0,3 5,3 ± 0,3 4,5 ± 0,2 6,0 ± 0,2 
P. mirabilis 5,4 ± 0,2 7,5 ± 0,2 4,3 ± 0,2 6,4 ± 0,1 3,1 ± 0,3 5,4 ± 0,2 3,5 ± 0,5 6,5 ± 0,1 
UPEC DL88 6,0 ± 0,2 7,3 ± 0,2 4,6 ± 0,1 6,5 ± 0,1 3,7 ± 0,3 5,3 ± 0,4 4,5 ± 0,4 6,7 ± 0,2 
Enterobacter spp. 4,9 ± 0,2 7,3 ± 0,2 3,5 ± 0,2 5,1 ± 0,3 2,1 ± 0,2 3,8 ± 0,3 2,2 ± 0,4 5,3 ± 0,2 
K. pneumoniae 5,6 ± 0,1 7,1 ± 0,2 4,3 ± 0,1 6,4 ± 0,2 3,5 ± 0,3 5,6 ± 0,3 4,7 ± 0,2 7,0 ± 0,1 
S. marcescens – – – – – – – – 
Povprečni premer cone 
protimikrobnega učinka 
za vse dovzetne seve 
skupaj 
7,0 ± 0,2 8,8 ± 0,2 5,2 ± 0,2 7,3 ± 0,2 4,0 ± 0,3 6,3 ± 0,3 5,3 ± 0,4 7,8 ± 0,2 
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Priloga J: Statistična analiza obsega protimikrobnega učinka, povzročenega s homogenati AM. Primerjali smo protimikrobni učinek 
homogenatov svAM / kAM (1 teden pri –80 °C) / kAM (10 tednov pri –80°) / kAM (10 tednov pri –20 °C) na izbrane uropatogene bakterije. 
Prikazana je analiza variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično značilne; te vrednosti so v 
preglednici označene z oranžno barvo. DF – prostostna stopnja (angl. degrees of freedom). (/) – ni bilo testirano.  
  S. aureus S. saprophyticus UPEC DL94 E. coli DH5α 
Volumen homogenata AM 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 

























svAM vs.  
kAM (1 teden pri 
–80°C) 
< 0,0001 68 < 0,0001 68 0,0317 68 0,2526 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 0,4272 68 0,3891 67 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –80°C) 
< 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 0,0259 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 67 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –20°C) 
0,4369 68 0,1755 68 0,5815 68 0,7874 68 0,0001 68 0,0403 68 0,3333 68 0,3182 67 
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –80°C) 
0,0086 68 0,0112 68 0,0546 68 0,9614 68 0,8894 68 0,2062 68 0,002 68 0,015 67 
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –20°C) 
0,2413 68 0,0692 68 0,8911 68 0,8296 68 0,7858 68 0,1736 68 0,9263 68 0,9994 67 
Železnik Ramuta T. Analiza učinka pripravkov iz amnijske membrane na rakave urotelijske celice in uropatogene bakterije. 




kAM (10 tednov pri 
–80°C) vs kAM (10 tednov 
pri -20°C) 
0,0008 68 < 0,0001 68 0,0714 68 0,4396 68 0,9571 68 0,0002 68 0,2577 68 0,0223 67 
 
P. rettgeri UPEC DL102 UPEC DL90 UPEC DL101 
Volumen homogenata AM 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 

























svAM vs. kAM (1 teden pri 
–80°C) 
0,0066 68 0,059 68 < 0,0001 68 0,0265 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 0,0008 68 0,0042 68 
svAM vs. kAM (10 tednov 
pri –80°C) 
< 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 
svAM vs. kAM (10 tednov 
pri –20°C) 
0,5417 68 0,4377 68 < 0,0001 68 0,0839 68 0,0323 68 0,0112 68 0,0184 68 0,0023 68 
kAM (1 teden pri –80°C) 
vs. kAM (10 tednov pri  
–80°C) 
0,0071 68 0,0233 68 0,0688 68 0,1094 68 < 0,0001 68 0,0687 68 0,0053 68 0,1825 68 
kAM (1 teden pri –80°C) 
vs. kAM (10 tednov pri  
–20°C) 
0,7231 68 0,77 68 0,0111 68 0,9737 68 0,3178 68 0,5003 68 0,9983 68 0,9978 68 
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kAM (10 tednov pri 
–80°C) vs kAM (10 tednov 
pri -20°C) 
0,0074 68 0,0007 68 0,3302 68 0,0325 68 < 0,0001 68 0,0005 68 0,157 68 0,2702 68 
 
UPEC DL88 Enterobacter sp. K. pneumoniae M. morganii 
Volumen homogenata AM 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 

























svAM vs kAM (1 teden pri 
–80°C) 
0,0079 68 0,3683 67 0,0007 68 0,0001 68 0,0028 68 0,3597 65 0,0011 68 0,0029 67 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –80°C) 
< 0,0001 68 < 0,0001 67 < 0,0001 68 < 0,0001 68 < 0,0001 68 0,0001 65 < 0,0001 68 < 0,0001 67 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –20°C) 
0,0803 68 0,563 67 < 0,0001 68 0,0007 68 0,2349 68 0,9989 65 0,0585 68 0,0256 67 
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –80°C) 
0,135 68 0,0645 67 0,0003 68 0,0227 68 0,0607 68 0,1127 65 0,0019 68 0,0114 67 
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –20°C) 
0,9997 68 0,9907 67 0,0486 68 0,966 68 0,907 68 0,5205 65 0,996 68 0,9044 67 
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kAM (10 tednov pri 
–80°C) vs kAM (10 tednov 
pri -20°C) 
0,5235 68 0,0265 67 0,9999 68 0,0045 68 0,0844 68 0,0013 65 0,0369 68 0,0009 67 
 
P. mirabilis UPEC DL88-Gmr UPEC DL90-Gmr 
 
Volumen homogenata AM 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 



















svAM vs kAM (1 teden pri 
–80°C) 
0,0496 68 0,0063 67 < 0,0001 39 < 0,0001 36 < 0,0001 39 < 0,0001 36 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –80°C) 
< 0,0001 68 < 0,0001 67 < 0,0001 39 < 0,0001 36 < 0,0001 39 < 0,0001 36 
svAM vs kAM (10 tednov 
pri –20°C) 
0,0091 68 0,0135 67 /   /   /   /   
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –80°C) 
0,0089 68 0,0042 67 0,0003 39 0,166 36 0,0008 39 0,0221 36 
kAM (1 teden pri –80°C) vs 
kAM (10 tednov pri –20°C) 
0,5046 68 0,9952 67 /   /   /   /   
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kAM (10 tednov pri 
–80°C) vs kAM (10 tednov 
pri –20°C) 
0,8937 68 0,0017 67 /   /   /   /   
 
Priloga K: Statistična analiza obsega protimikrobnega učinka na različne seve bakterijskih vrst, ki so znane kot povzročiteljice 
urinarnih okužb. Primerjali smo protimikrobni učinek homogenatov svAM / kAM (1 teden pri –80 °C) / kAM (10 tednov pri –80°) / kAM (10 
tednov pri –20 °C) na izbrane uropatogene bakterije. Prikazana je analiza variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 
0,05 kot statistično značilne; te vrednosti so v preglednici označene z oranžno barvo. DF – prostostna stopnja (angl. degrees of freedom). (/) – ni 
bilo testirano. 
 
Tukeyjev post hoc test  
 
svAM  kAM (1 teden pri –80 °C) kAM (10 tednov pri –80 °C) kAM (10 tednov pri –20 °C) 


















235 0,3041 235 0,5777 241 0,9114 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 0,9967 154 
E. coli DH5a vs 
UPEC90 
0,9995 235 0,7925 235 < 
0,0001 
241 0,0002 157 0,0143 406 0,2363 399 0,9998 70 0,1483 154 




235 0,0023 235 > 
0,9999 
241 0,9914 157 0,0037 406 0,0224 399 0,9758 70 0,0093 154 
E. coli DH5a vs 
UPEC101 
0,9587 235 0,7925 235 0,7029 241 0,2508 157 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 0,1483 154 




235 0,9935 235 0,9945 241 0,9985 157 0,9033 406 0,983 399 0,9061 70 > 0,9999 154 
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157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
E. coli DH5a vs P. 
mirabilis 
0,6884 235 0,6766 235 0,1566 241 0,8137 157 0,9992 406 > 0,9999 399 0,5767 70 0,9389 154 
E. coli DH5a vs K. 
pneumoniae 
0,9587 235 0,0296 235 0,1566 241 0,8137 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 
E. coli DH5a vs 
Enterobacter spp. 




157 0,1088 406 0,0239 399 0,0016 70 0,0002 154 






235 0,4503 241 0,0497 157 0,9643 406 < 0,0001 399 0,0586 70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 




235 0,9986 235 0,3897 241 0,8137 157 0,9984 406 0,9993 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 






235 0,9945 241 > 
0,9999 
157 > 0,9999 406 0,9946 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 




235 0,0361 241 0,0906 157 0,0049 406 0,3241 399 > 
0,9999 
70 0,85 154 




235 0,5777 241 0,1557 157 0,011 406 0,0131 399 0,7668 70 < 0,0001 154 




241 0,9985 157 0,9969 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 0,85 154 
UPEC88 vs UPEC102 > 
0,9999 
235 0,9783 235 0,9988 241 > 
0,9999 
157 0,9761 406 0,9591 399 0,9967 70 > 0,9999 154 
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157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC88 vs P. 
mirabilis 






157 0,9905 406 > 0,9999 399 0,9061 70 > 0,9999 154 
UPEC88 vs K. 
pneumoniae 




157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 0,9997 154 
UPEC88 vs 
Enterobacter spp. 
0,0213 235 > 
0,9999 
235 0,0613 241 0,0258 157 0,0473 406 0,0394 399 0,011 70 0,0203 154 






235 0,0003 241 < 
0,0001 
157 0,9945 406 < 0,0001 399 0,011 70 < 0,0001 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC88 vs P. rettgeri > 
0,9999 




157 0,9846 406 0,9999 399 0,9967 70 0,9997 154 
UPEC88 vs M. 
morganii 
0,9995 235 0,3594 235 0,9988 241 0,9985 157 > 0,9999 406 0,9842 399 0,9998 70 0,9822 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 0,5767 70 < 0,0001 154 
UPEC90 vs UPEC101 0,4107 235 > 
0,9999 
235 0,0204 241 0,6789 157 0,1876 406 0,3245 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 
UPEC90 vs UPEC102 0,9968 235 > 
0,9999 
235 0,0007 241 0,0127 157 < 0,0001 406 0,0025 399 0,9998 70 0,3869 154 










157 0,0064 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
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UPEC90 vs P. 
mirabilis 
0,9968 235 > 
0,9999 
235 0,2339 241 0,1557 157 0,2587 406 0,2363 399 0,9758 70 0,9822 154 




235 0,9444 235 0,2339 241 0,1557 157 0,0184 406 0,083 399 > 
0,9999 
70 0,2495 154 
UPEC90 vs 
Enterobacter spp. 






157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 0,0263 70 0,85 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 0,0044 70 < 0,0001 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC90 vs P. rettgeri 0,9995 235 0,9998 235 0,0787 241 0,1557 157 0,3 406 0,8736 399 0,9758 70 0,2495 154 
UPEC90 vs M. 
morganii 
0,9021 235 0,8416 235 0,0007 241 0,0027 157 0,0049 406 0,0054 399 0,9967 70 0,0817 154 
UPEC94 vs UPEC101 0,0213 235 < 
0,0001 
235 0,7029 241 0,006 157 < 0,0001 406 0,0107 399 0,7668 70 < 0,0001 154 




235 0,9945 241 0,5255 157 0,4954 406 0,5896 399 0,1206 70 0,0017 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 






235 0,1566 241 0,0906 157 < 0,0001 406 0,0224 399 0,0263 70 < 0,0001 154 







235 0,1566 241 0,0906 157 0,0028 406 0,1134 399 0,9061 70 0,004 154 
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157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC94 vs S. 
saprophyticus 
0,5491 235 0,6766 235 0,4503 241 0,6789 157 0,3447 406 0,4246 399 0,7668 70 0,5497 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 




235 0,3897 241 0,0906 157 < 0,0001 406 0,0004 399 0,9998 70 0,004 154 
UPEC94 vs M. 
morganii 
0,0012 235 0,0016 235 0,9945 241 0,8137 157 0,011 406 0,4897 399 0,9967 70 0,0203 154 
UPEC101 vs 
UPEC102 
0,9865 235 > 
0,9999 
235 0,9998 241 0,9114 157 0,3447 406 0,9509 399 0,9967 70 0,3869 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC101 vs P. 
mirabilis 
0,0213 235 > 
0,9999 
235 0,9998 241 0,9999 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 0,9061 70 0,9822 154 
UPEC101 vs K. 
pneumoniae 
0,1189 235 0,9444 235 0,9998 241 0,9999 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 







235 0,0361 241 0,3767 157 0,6023 406 0,0387 399 0,011 70 0,85 154 






235 0,0007 241 < 
0,0001 
157 0,4954 406 < 0,0001 399 0,011 70 < 0,0001 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
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UPEC101 vs P. rettgeri 0,9587 235 0,9998 235 > 
0,9999 
241 0,9999 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 0,9967 70 0,2495 154 




235 0,8416 235 0,9998 241 0,6789 157 0,9969 406 0,9803 399 0,9998 70 0,0817 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
UPEC102 vs P. 
mirabilis 
0,5491 235 0,9998 235 0,8966 241 0,9999 157 0,2587 406 0,983 399 > 
0,9999 
70 0,9967 154 
UPEC102 vs K. 
pneumoniae 
0,9021 235 0,5474 235 0,8966 241 0,9999 157 0,8732 406 0,9998 399 0,9758 70 > 0,9999 154 
UPEC102 vs 
Enterobacter spp. 
0,0054 235 0,9783 235 0,0015 241 0,0027 157 0,0002 406 < 0,0001 399 0,2265 70 0,0017 154 






235 0,0204 241 0,0012 157 > 0,9999 406 0,0003 399 0,0002 70 < 0,0001 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 




235 0,9895 241 0,9999 157 0,2212 406 0,4785 399 0,5767 70 > 0,9999 154 








157 0,9761 406 > 0,9999 399 0,7668 70 > 0,9999 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
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157 0,0004 406 < 0,0001 399 0,0263 70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 








157 0,9996 406 > 0,9999 399 0,7668 70 0,9822 154 
P. mirabilis vs  
Enterobacter spp. 
0,9021 235 > 
0,9999 
235 0,3329 241 0,0497 157 0,7057 406 0,0239 399 0,5767 70 0,0817 154 










157 0,3926 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
P. mirabilis vs P. 
rettgeri 




157 > 0,9999 406 0,9993 399 0,2265 70 0,9822 154 
P. mirabilis vs M. 
morganii 
0,1905 235 0,737 235 0,8966 241 0,9914 157 0,9905 406 0,9946 399 0,3832 70 0,85 154 
K. pneumoniae vs 
Enterobacter spp. 
0,5491 235 0,9998 235 0,3329 241 0,0497 157 0,1315 406 0,0056 399 0,0044 70 0,0007 154 
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157 0,9485 406 < 0,0001 399 0,0263 70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
K. pneumoniae vs P. 
rettgeri 




157 0,9992 406 0,9756 399 0,9998 70 > 0,9999 154 
K. pneumoniae vs M. 
morganii 
0,5491 235 0,0392 235 0,8966 241 0,9914 157 > 0,9999 406 > 0,9999 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 










157 0,0004 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
Enterobacter spp. vs  
P. rettgeri 
0,011 235 0,9444 235 0,1259 241 0,0497 157 0,7537 406 0,3245 399 0,0002 70 0,0007 154 
Enterobacter spp. vs M. 
morganii 
0,0005 235 0,3594 235 0,0015 241 0,0005 157 0,0473 406 0,0002 399 0,0006 70 < 0,0001 154 










157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 






235 0,0001 241 < 
0,0001 
157 0,3447 406 < 0,0001 399 0,2265 70 < 0,0001 154 






235 0,0204 241 0,006 157 0,9945 406 0,0002 399 0,1206 70 < 0,0001 154 








157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 
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157 < 0,0001 406 < 0,0001 399 < 
0,0001 
70 < 0,0001 154 




235 0,9994 235 0,9895 241 0,9914 157 0,9846 406 0,6076 399 > 
0,9999 
70 > 0,9999 154 
 
Priloga L: Primerjava protimikrobne aktivnosti homogenatov sveže in krioshranjene amnijske membrane. Homogenat svAM povzroči 
največjo cono protimikrobnega učinka, medtem ko krioshranjevanje zmanjša protimikrobno aktivnost homogenatov kAM (1 teden pri –80 °C), 






(1 teden pri –80 °C) 
kAM  
(10 tednov pri –80 °C) 
kAM  
(10 tednov pri –20 °C) 
Volumen homogenata AM 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 5 µl 10 µl 
                                                                    Po Gramu pozitivni bakterijski sevi 
S. aureus 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
16,0 ± 0,2 19,0 ± 0,3 12,3 ± 0,4 16,1 ± 0,4 10,2 ± 0,6 14,5 ± 0,3 14,3 ± 0,5 17,7 ± 0,4 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
23,1% 14,8% 36,3% 23,3% 10,6% 6,3% 
S. saprophyticus 8,2 ± 0,4 10,2 ± 0,4 6,1 ± 0,3 8,5 ± 0,6 4,3 ± 0,5 8,1 ± 0,5 6,8 ± 0,7 9,3 ± 0,3 
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Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
25,6% 16,7% 47,6% 20,6% 17,1% 8,8% 
                                                                    Po Gramu negativni bakterijski sevi 
UPEC DL94 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
7,6 ± 0,2 9,5 ± 0,2 5,3 ± 0,2 7,7 ± 0,3 5,5 ± 0,2 7,0 ± 0,2 5,7 ± 0,4 8,5 ± 0,2 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
30,3% 18,9% 27,6% 26,3% 25,9% 10,5% 
E. coli DH5α 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,1 ± 0,2 8,2 ± 0,2 5,3 ± 0,2 7,2 ± 0,2 3,6 ± 0,4 5,4 ± 0,4 4,8 ± 0,2 7,1 ± 0,1 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
13,1% 12,2% 41,0% 34,1% 21,3% 13,4% 
M. morganii 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,3 ± 0,1 8,1 ± 0,2 4,9 ± 0,1 6,9 ± 0,2 3,7 ± 0,3 5,9 ± 0,2 5,0 ± 0,5 7,2 ± 0,1 
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Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
22,2% 14,8% 41,3% 27,2% 20,6% 11,1% 
P. rettgeri 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,1 ± 0,2 7,8 ± 0,2 4,5 ± 0,3  6,4 ± 0,1 3,1 ± 0,3 4,9 ± 0,4 5,2 ± 0,4 7,0 ± 0,1 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
26,2% 17,9% 49,2% 37,2% 14,8% 10,3% 
UPEC DL102 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,1 ± 0,1 7,8 ± 0,2 4,9 ± 0,2 6,8 ± 0,2 4,4 ± 0,1 6,0 ± 0,2 3,8 ± 0,3 6,9 ± 0,1 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
19,7% 12,8% 27,9% 23,1% 45,9% 11,5% 
UPEC DL90 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
5,8 ± 0,2 7,6 ± 0,1 3,4 ± 0,2 5,3 ± 0,3 1,8 ± 0,3 4,1 ± 0,3 4,3 ± 0,3 6,0 ± 0,2 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
    
41,4% 30,3% 69,0% 46,1% 25,9% 21,1% 
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učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
UPEC DL101 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,5 ± 0,3 7,6 ± 0,2 4,6 ± 0,1 6,1 ± 0,2 3,2 ± 0,3 5,3 ± 0,3 4,5 ± 0,2 6,0 ± 0,2 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
29,2% 19,7% 50,8% 30,3% 30,8% 21,1% 
P. mirabilis 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
5,4 ± 0,2 7,5 ± 0,2 4,3 ± 0,2 6,4 ± 0,1 3,1 ± 0,3 5,4 ± 0,2 3,5 ± 0,5 6,5 ± 0,1 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
20,4% 14,7% 42,6% 28,0% 35,2% 13,3% 
UPEC DL88 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
6,0 ± 0,2 7,3 ± 0,2 4,6 ± 0,1 6,5 ± 0,1 3,7 ± 0,3 5,3 ± 0,4 4,5 ± 0,4 6,7 ± 0,2 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
23,3% 11,0% 38,3% 27,4% 25,0% 8,2% 
Enterobacter spp. 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
4,9 ± 0,2 7,3 ± 0,2 3,5 ± 0,2 5,1 ± 0,3 2,1 ± 0,2 3,8 ± 0,3 2,2 ± 0,4 5,3 ± 0,2 
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učinka ± standardna napaka (mm) 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
28,6% 30,1% 57,1% 47,9% 55,1% 27,4% 
K. pneumoniae 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
5,6 ± 0,1 7,1 ± 0,2 4,3 ± 0,1 6,4 ± 0,2 3,5 ± 0,3 5,6 ± 0,3 4,7 ± 0,2 7,0 ± 0,1 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    
23,3% 9,9% 37,5% 21,1% 16,1% 1,4% 
S. marcescens 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
– – – – – – – – 
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka vseh dovzetnih bakterijskih sevov  
Povprečni premer cone protimikrobnega 
učinka ± standardna napaka (mm) 
7,0 ± 0,2 8,8 ± 0,2 5,2 ± 0,2 7,3 ± 0,2 4,0 ± 0,3 6,3 ± 0,3 5,3 ± 0,4 7,8 ± 0,2 
Zmanjšanje obsega cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata kAM v 
primerjavi z obsegom cone protimikrobnega 
učinka pri uporabi homogenata svAM (v %) 
    25,1 ± 2,0 % 17,2 ± 2,0 % 43,5 ± 3,5 % 
30,2 ± 2,8 
% 
26,4 ± 3,9 
% 
12,7 ± 2,1 % 
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Priloga M: Število bakterij, s katerimi smo inokulirali modele normalnega in rakavo 
spremenjenega urotelija in vitro in število bakterij po triurni inkubaciji. Podatki so 
prikazani kot število bakterij (CFU/ml) ± SE. 
 
 Koncentracija bakterij (CFU/ml) 
Inokulum MRSA (5,98E+06) ± (9,52E+05) 
dNPU+MRSA (2,22E+07) ± (3,95E+06) 
dNPU+homogenat kAM (1,56E+06) ± (1,94E+05) 
T24+MRSA (4,24E+07) ± (1,44E+06) 
T24+MRSA+homogenat kAM (1,02E+06) ± (2,04E+05) 
 
Priloga N: Statistična analiza števila bakterij ob nacepitvi in po triurni inkubaciji v 
modelih normalnega in rakavo spremenjenega urotelija in vitro. Prikazana t-test, pri 
čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično značilne; te vrednosti so v 
preglednici označene z oranžno barvo.  
 
t-test p-vrednost 
Inokulum MRSA vs. dNPU+MRSA 0,03418 
Inokulum MRSA vs. T24+MRSA 0,00238 
Inokulum MRSA vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0,00018 
Inokulum MRSA vs. NPU+MRSA+homogenat kAM 0,00051 
T24+MRSA vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0,00041 
NPU+MRSA vs. NPU+MRSA+homogenat kAM 0,01893 
 
Priloga O: Viabilnost in število celic dNPU in T24. Podatki so prikazani kot odstotek 
viabilnih celic ali število celic ± SE. 
 
 Viabilnost (% ± SE) Število celic ± SE 
dNPU+MRSA 90,30 ± 1,14 (7,53E+05) ± (1,45E+05) 
dNPU+MRSA+homogenat kAM 89,56 ± 3,27 (8,60+E05) ± (1,97E+05) 
dNPU+homogenat kAM 90,81 ± 2,36 (7,86E+05) ± (1,33E+05) 
dNPU 93,15 ± 1,93 (7,15E+05) ± (1,15E+05) 
T24+MRSA 87,43 ± 1,84 (5,85E+05) ± (5,35E+04) 
T24+MRSA+homogenat kAM 84,73 ± 2,30 (6,26E+05) ± (3,57E+04) 
T24+homogenat kAM 85,03 ± 1,65 (6,85E+05) ± (3,89+E04) 
T24 87,77 ± 1,13 (6,48E+05) ± (5,88E+04) 
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Priloga P: Statistična analiza viabilnosti in števila celic dNPU in T24. Prikazana je analiza 
variance (ANOVA), pri čemer smo smatrali p-vrednosti manjše od 0,05 kot statistično 
značilne. DF – prostostna stopnja (angl. degrees of freedom). 
 
Tukeyjev post hoc test Viabilnost Število celic 
 p-vrednost DF p-vrednost DF 
dNPU vs. dNPU+homogenat kAM 0.9955 40 0.9999 40 
dNPU vs. dNPU+MRSA 0.9853 40 > 0.9999 40 
dNPU vs. dNPU+MRSA+homogenat kAM 0.9477 40 0.9894 40 
dNPU vs. T24 0.6986 40 > 0.9999 40 
dNPU vs. T24+homogenat kAM 0.2083 40 > 0.9999 40 
dNPU vs. T24+MRSA 0.6295 40 0.9948 40 
dNPU vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0.1735 40 0.9995 40 
dNPU+homogenat kAM vs. dNPU+MRSA > 0.9999 40 > 0.9999 40 
dNPU+homogenat kAM vs. 
dNPU+MRSA+homogenat kAM 
> 0.9999 40 0.9999 40 
dNPU+homogenat kAM vs. T24 0.9787 40 0.9925 40 
dNPU+homogenat kAM vs. T24+homogenat 
kAM 
0.6174 40 0.9989 40 
dNPU+homogenat kAM vs. T24+MRSA 0.9614 40 0.9388 40 
dNPU+homogenat kAM vs. 
T24+MRSA+homogenat kAM 
0.5562 40 0.9819 40 
dNPU+MRSA vs. dNPU+MRSA+homogenat 
kAM 
> 0.9999 40 0.9984 40 
dNPU+MRSA vs. T24 0.9927 40 0.9986 40 
dNPU+MRSA vs. T24+homogenat kAM 0.7177 40 > 0.9999 40 
dNPU+MRSA vs. T24+MRSA 0.9843 40 0.9764 40 
dNPU+MRSA vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0.6591 40 0.9954 40 
dNPU+MRSA+homogenat kAM vs. T24 0.9992 40 0.9196 40 
dNPU+MRSA+homogenat kAM vs. 
T24+homogenat kAM 
0.8438 40 0.9695 40 
dNPU+MRSA+homogenat kAM vs. T24+MRSA 0.9974 40 0.7534 40 
dNPU+MRSA+homogenat kAM vs. 
T24+MRSA+homogenat kAM 
0.7965 40 0.872 40 
T24 vs. T24+homogenat kAM 0.988 40 > 0.9999 40 
T24 vs. T24+MRSA > 0.9999 40 > 0.9999 40 
T24 vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0.9783 40 > 0.9999 40 
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T24+homogenat kAM vs. T24+MRSA 0.9947 40 0.999 40 
T24+homogenat kAM vs. 
T24+MRSA+homogenat kAM 
> 0.9999 40 > 0.9999 40 
T24+MRSA vs. T24+MRSA+homogenat kAM 0.9892 40 > 0.9999 40 
 
Priloga R: Odpornost bakterijskih sevov UPEC DL proti različnim antibiotikom. 
Oznaka (+) pomeni, da je bakterijski sev odporen proti antibiotiku, oznaka (–) pomeni, da je 
bakterijski sev dovzeten za antibiotik.  
 
 UPEC DL bakterijski sev 
Odpornost proti antibiotikom DL88 DL90 DL94 DL101 DL102 
Ampicilin   -   +   -   -   -  
Kloramfenikol   -   +   -   +   +  
Kanamicin  -   +   -   -   -  
Streptomicin   -   +   -   -   -  
Tetraciklin   -   +   +   +   -  
Trimetoprim   -   +   -   -   -  
Nalidiksična kislina   -   +   -   +   -  
Spektinomicin   -   -   -   -   -  
Sulfametoksazol/ Trimetoprim   -   +   -   -   -  
Metronidazol   -   +   -   -   -  
Ciprofloksacin   -   +   -   -   -  
Norfloksacin   -   +   -   -   -  
 
 
 
